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PRESENTACIÓN 
 
 
El área de trabajo empleado para este estudio fue la zona de Mar Bravo, 
lugar donde se encuentra el 70% de todos los laboratorios productivos de 
semillas de larvas de camarón en Ecuador. Esta zona fue instituida como el 
pulmón que surte de larvas no solo al Ecuador sino a diferentes países como 
Perú, Colombia, Panamá, México, Venezuela, Honduras, entre otros lo que 
hace una zona de vital importancia para la industria. En la actualidad la 
enfermedad de la muerte temprana conocida como EMS (Early Mortality 
Sindroms), cuyo agente causal es bacteriano y está relacionado con 
bacterias Vibrio parahaemolyticus, es el patógeno causante de grandes 
pérdidas económicas en la producción camaronera mundial, así como de 
problemas gastrointestinales en humanos. 
 
Para el desarrollo de este trabajo, se realizó un monitoreo para evaluar las 
concentraciones de bacterias del género Vibrio y bacterias totales, en los 
afluentes y efluentes de las aguas de la zona de Mar Bravo, lugar donde se 
encuentran el mayor número de laboratorios de producción de larvas 
camarón, las estaciones monitoreadas fueron denominadas como mar 
abierto, zona de rompiente, descargas de los tanques de cultivos y las 
descargas tratadas, estas últimas muestras fueron tomadas fuera de las 
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instalaciones de los laboratorios seleccionados para el estudio. Estas 
cuantificaciones bacterianas se seleccionaron conociendo los grandes 
problemas que han causado las bacterias en los sistemas productivos y en 
algunos casos, pudieron causar alteración en el ecosistema natural. Además 
de los parámetros microbiológicos se muestrearon parámetros químicos 
como DBO, DQO, Clorofila, Carbono, se determinó si estos parámetros 
tenían alguna relación con la concentración y variación de dicho género 
bacterianos, y su posible relación con las mortalidades en los laboratorios de 
larvas de camarón. 
 
En el trabajo se describió la estrategia de determinar las cantidades de 
Vibrios de bacterias totales presentes en el mar, considerado a este sitio de 
muestreo como Afluente, en las descargas de aguas de los tanques de 
producción así como las descargas tratadas, aguas donde convergen las 
últimas descargas de los sistemas productivos larvarios, que llegarán al mar. 
Estos muestreos fueron realizados en cinco laboratorios de larvas de 
camarón de la zona de Mar Bravo, (Efluentes), donde los análisis fueron 
realizados en agar selectivo TCBS, agar específico para Vibrios y agar 
universal TSA con sal y TSA sin sal, posteriormente las bacterias aisladas se 
congelaron en –80 para análisis posteriores de antibiogramas, tinción de 
Gram e identificaciones bioquímicas. Los laboratorios seleccionados 
presentan manejos de siembras de cultivos continuos, durante todos los 
meses del año, esta continuidad en el trabajo nos permitió poder muestrear 
en cualquier fecha fijada en nuestro cronograma de trabajo de tesis doctoral. 
 
Estas bacterias aisladas se categorizaron según su color, forma, tamaño, 
abundancia si producen o no luminiscencia, para su posterior aislamiento y 
realización de pruebas de antibiograma frente a discos de antibióticos, para 
conocer su resistencia o sensibilidad. Esta medición nos permitió medir la 
capacidad que tienen dichas bacterias frente a productos terapéuticos que 
en algún momento fueron aplicados o no empleados en los sistemas 
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productivos, dando alternativas que puedan servir como estrategias de 
manejo ante la presencia de la Enfermedad de mortalidad Temprana, EMS, 
o en su defecto indicar su respuesta en las muestras de aguas marinas. 
 
Análisis moleculares de la parte conservada 16s DNA de las bacterias, se 
realizaron mediante la metodología de PCR, empleando primers 
conservados de bacterias 968FGC y 1378R, donde se obtuvieron el número 
de bandas y el perfil molecular que determinó la  variabilidad bacteriana en 
cada estación muestreada. Así mismo se trabajó mediante el uso de primers 
de toxinas del Vibrio parahaemolyticus, que detectaron los genes de toxinas 
TDH, TORH y TOX. Con estos análisis se buscó determinar, si los genes 
anteriormente mencionados se encuentran presentes en los ADN 
bacterianos extraídos de las bacterias viables analizadas y aisladas según 
características macroscópicas de las mismas. La presencia de estos genes 
de toxinas determinó si existe una relación de la presencia de las toxinas con 
mortalidades no detectadas por la no recuperación del crecimiento de 
bacterias sobre agares, y permitió ver su posible relación con los sistemas 
productivos y las condiciones medio ambientales. Finalmente la correlación 
con los parámetros de las variables planteadas, nos indicó que la 
variabilidad bacteriana, la presencia o ausencia de genes de toxinas así 
como la resistencia a antibióticos guardaron alguna relación con las 
modificaciones medio ambientales, o no tienen ninguna inherencia sobre las 
bacterias y menos aún sobre las mortalidades acontecidas en los medios 
naturales y en los sistemas de producción acuícola. 
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RESUMEN. 
 
La zona de Mar Bravo concentra la mayor producción de Postlarvas de 
camarón blanco Litopenaeus vannamei en el Ecuador. Son muy pocos los 
estudios que se han publicado relacionados a la variabilidad bacteriana de 
los cuerpos de agua de la zona, basados en la cuantificación de bacterias 
viables y bacterias no viables. La investigación se enfocó en la 
caracterización a nivel cuantitativo, donde se obtuvieron que las 
concentraciones de bacterias fueron más altas en la estación seca, así como 
en las tomas realizadas en sicigia, presentando valores 4.5E+05 UFC/ml y 
para cuadratura 2.0E+05 UFC/ml. Los parámetros químicos como clorofila, 
carbono, DBO y DQO fueron influenciados con las estaciones ambientales 
guardando similitud entre los comportamientos de carbono y clorofila. Los 
datos de producción como sobrevivencia y densidades, no presentaron 
diferencias significativas cuando fueron analizados por épocas del año. Las 
correlaciones bacterianas comparando ufc/ml y sitios de muestreos, así 
como las correlaciones de las bandas moleculares con los sitios fueron más 
positivas cuando se trabajó con bacterias no viables demostrando que este 
método fue más exitoso que el método tradicional. No se detectaron genes 
de toxinas para los genes TDH, TRH y TOX en las bacterias analizadas y el 
análisis de resistencia a antibióticos fue mayor al 65 % para algunas cepas, 
teniendo relación también con la época del año. 
 
Palabras claves: Vibrios, PCR, 16sRNA, Clorofila, Afluentes, Efluentes, 
Camarón. 
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ABSTRACT 
 
The Mar Bravo area concentrates the largest production of Postlarvas of 
white shrimp Litopenaeus vannamei in Ecuador. Very few studies have been 
published regarding the bacterial variability of water bodies in the area, 
based on the quantification of viable bacteria and non-viable bacteria. The 
research focused on quantitative characterization where the concentrations 
of bacteria were higher in the dry season, as well as in the sicigia outtakes 
with values of 4.5E + 05 CFU / ml and for quadrature 2.0E + 05 UFC / ml. 
Chemical parameters such as chlorophyll, carbon, BOD and COD were 
influenced by environmental seasons, keeping similarities between carbon 
and chlorophyll behavior. Production data such as density and supremacy, 
did not present significant differences when analyzed at times of the year. 
The bacterial correlations comparing ufc/ml and sampling sites as well as the 
correlations of the molecular bands with the sites were more positive when 
working with nonviable bacteria proving that this method was more 
successful than the traditional method. No toxin genes were detected for the 
TDH, TRH and TOX genes in the analyzed bacteria and the antibiotic 
resistance analysis was greater than 65% for some strains, also related to 
the time of year. 
 
Key words: Vibrios, PCR, 16sRNA, Chlorophyll, Affluent, Effluents, Shrimp.
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CAPÍTULO 1: INTRODUCCIÓN 
 
 
 
1.1 Situación Problemática 
 
 
La actividad camaronera ha sido por varios años un aporte importante de 
divisas del sector productivo del Ecuador, representando el 13,2% de las 
divisas no petroleras que ingresaron un monto de más de 2500 millones de 
dólares en el año 2015. Tomando como referencia el contexto mundial, el 
Ecuador es el cuarto productor de camarón después de China, Tailandia e 
Indonesia y el primer productor del Hemisferio Occidental, considerado como 
el principal proveedor de camarón de los Estados Unidos, España y Francia. 
(FAO, 2010). 
 
La cría del camarón en cautiverio, así como las diferentes industrias 
acuícolas en general, crearon condiciones artificiales en los cuerpos de 
aguas naturales tanto de los afluentes como de los efluentes, influenciando 
el ecosistema natural por aporte de nutrientes y altas cargas de materia 
orgánica, que pudieron ser limitantes para las bacterias y algas, provocando 
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una selección de condiciones que alteran la dinámica poblacional. (Lightner, 
2003; Marriott, 2003 y Leyva, 2010). Las descargas fueron aprovechadas por 
microorganismos del medio natural, causando modificaciones en las 
poblaciones bacterianas de esas aguas (Isla, 2006; Phillips et al. 1993; 
Borbor, 2005). Estas alteraciones pudieron provocar alteraciones de las 
comunidades bacterianas de la flora normal de los organismos acuáticos, 
causando un posible desplazamiento bacteriano de las poblaciones nativas, 
impactando el ecosistema natural así como a los sistemas productivos, 
ocasionando grandes pérdidas económicas (Castillo, 2008; Guevara, 2012). 
 
El mayor problema que enfrenta la industria de la acuicultura en el ámbito 
mundial y en el Ecuador, son las enfermedades causadas por bacterias del 
género Vibrio sp., asociadas con mortalidades hasta un 100% en menos de 
24 horas post infecciones ante condiciones de estrés (Aguirre et al., 2013; 
Peréz, 2009). Esta problemática levantó interrogantes donde se cuestionó 
sobre, si las alteraciones y características patológicas fueron consecuencia 
de manejos inadecuados o se debieron a alteraciones en los ecosistemas 
naturales por condiciones ambientales modificadas por el impacto de la 
industria. (Morales 2008, Lightner 1998; Ligthner 2010; Thompson 2006; 
Karunasagar et al. 1994; Gullian 2001; Rodríguez et al., 2007). Con el 
registro constante de mortalidades en los laboratorios así como la actual 
problemática mundial de la nueva enfermedad emergente EMS, o 
Enfermedad de Mortalidad Temprana, la misma que ha impactado a los 
países asiáticos, países que se han visto afectados por las toxinas de Vibrio 
parahaemolyticus, especie responsable de la mortalidades. (Tran 2013; Soto 
2015). 
 
Ante dicha enfermedad emergente, que ya ha llegado a Centro América, el 
Ecuador, implementó como medida de bioseguridad, (CNA, 2014), 
muestreos y controles de las diferentes bacterias que pudieron estar 
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impactando tanto los ecosistemas marinos y en los sistemas de cultivo que 
pudieron poner en riesgo la industria. 
 
El uso terapéutico y el profiláctico con diferentes productos, han sido 
incorporados en las estrategias de manejo de los laboratorios de larvas de 
camarón de la zona de Mar Bravo, como medidas de aseguramiento de la 
calidad y para la prevención de mortalidades, por enfermedades bacterianas. 
Algunos de estos productos fueron considerados como amigables con los 
ecosistemas y otros pudieron ser de carácter contaminante, si son 
empleados en concentraciones o frecuencias equivocas, causando un 
deterioro, acumulación y metabolización distinta en cada aplicación, en 
algunos casos provocando una reacción cruzada con el consumidor final, el 
hombre. (Thimmalapura et al. 2002, Lightner 2003) 
 
Se ha detectado que el uso de antibióticos en sistemas acuícolas causa 
alteraciones de las bacterias sistémicas causantes de enfermedades en 
humanos, lo que ha provocado una alteración de la sensibilidad de las 
bacterias frente a estos antibióticos (Soto et al. 2006; Cabello 2002; Cabello 
2003; Cabello 2004; Chandraka 2014). 
 
En la actualidad, no se conocen predictores ambientales claros de 
contaminación basada en concentraciones de bacterias tipo Vibrios sp. ya 
que las bacterias que se incluyen para el control de contaminación ambiental 
son las enterobacterias como Coliformes fecales y la Escherichia coli, las 
mismas que han sido incluidas dentro de las normativas ambientales en 
Ecuador, emitido el 15 de febrero del 2015, en este registro oficial no se 
consideraron a los Vibrios como parte del control de sistemas ambientales 
marinos, razón por la que se consideró importante realizar el levantamiento 
de una línea base, para correlacionar con parámetros ambientales y 
productivos, tratando de estandarizar los protocolos de manejos en los 
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laboratorios de larvas del país. Datos empíricos de las concentraciones 
bacterianas de la zona de estudio presentaron concentraciones de bacterias 
tipo Vibrios, con exponentes de 10 (3), se han observado que ciertas 
condiciones ambientales, manejo, estación del año que dividen las 
temperatura y precipitaciones según los meses del año, fueron las 
correlaciones más significativas de la incidencia de las especies patógenas 
de Vibrio. Concentraciones superiores a este exponente ha sido relacionado 
con mortalidades dentro de los sistemas de cultivos y en algunos causan 
problemas en el ecosistema (Yamazaki  2012, Flores 2007). 
 
Mediciones de parámetros químicos relacionados con la concentración de 
nutrientes ya fueron establecidos para ciertos cuerpos marinos dando 
valores para los parámetros a correlacionar como el amonio, nitrato, fosfato, 
datos que debieron ser comparados con los que se puedan obtener de la 
investigación (Graco, 2007). Bajo este esquema se considera de gran 
importancia establecer, si la industria camaronera está en realidad 
impactando sobre el mar y, que sus posibles aportes de nutrientes estén 
variando la concentración de algas y bacterias, dando origen a las mareas 
rojas que han sido letales para animales domesticados y silvestres (Cruz 
2000, Pérez et al. 2003). 
 
Son varios los respaldos que atribuyen que las descargas de aguas de 
laboratorios de larvas y camaroneras ricas en nutrientes ayudaron al 
afloramiento de fitoplancton produciendo presencia de mareas rojas, que en 
estadios larvarios de camarón causan mortalidades agresivas. Esta 
proliferación fitoplanctónica dependieron del manejo y de la bioseguridad 
ambiental y de las descargas de las industrias cuyos nutrientes son los 
responsables de dichos afloramientos (Buschman, 2001; Pillay, 2004; Leyva, 
2010). 
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Condiciones de alteración en el ambiente por impactos antropogénicos, 
cambio climático, desarrollo de actividades industriales entre otros, han 
causado modificaciones que han conllevado en algunos casos alteraciones 
en toda la cadena trófica, causando enfermedades, producción de toxinas, 
etc., tanto de organismos acuáticos de agua dulce como marina. Dichas 
toxinas han impactado, no solo al medio natural de la biota (Clifford, 1994; 
León, G., 1995; Buschman, A. 2001), sino también las aguas que reciben 
estos desechos por reducción del oxígeno disuelto  (Pillay, 2004). Asimismo 
en algunas ocasiones provocaron mortalidades masivas en producciones 
totales en los sistemas de  producción de larvas (Pérez, 2009). 
 
Son varios los autores que atribuyeron que la descarga de efluentes de los 
laboratorios de larvas y camaroneras ricas en nutrientes provocaron el 
afloramiento de fitoplancton produciendo presencia de mareas rojas, que en 
estadios larvarios de camarón causaron mortalidades agresivas (Cruz, 2000; 
Pérez et al. 2003). Esta proliferación fitoplanctónica dependió del manejo de 
la bioseguridad ambiental y de las industrias productivas. 
 
Estas alteraciones no han sido fácilmente determinadas por falta de 
herramientas que apoyen a los métodos tradicionales, a determinar y 
conocer las reales interacciones de estos microorganismos. Es aquí donde 
la biología molecular constituye una herramienta inequívoca para detectar 
los problemas a nivel molecular en la detección de bacterias causante de 
estos impactos. 
 
Finalmente, el análisis del 16s rDNA utilizado en la identificación para la 
caracterización bacteriana de la región conservada del ribosoma fueron más 
informativas que otras que solo emplean métodos microbiológicos 
tradicionales que no fue exacto en la determinación de géneros bacterianos 
puntuales. Estas técnicas proporcionaron la certeza la real presencia y 
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variabilidad bacteriana analizada. Estudios realizados a la estructura de 
comunidades bacterianas asociadas a sedimentos marinos por análisis de 
electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) a partir de 
fragmentos del 16S rADN para el Dominio Bacteria, reveló una alta 
diversidad bacteriana, la cual se estableció por el gran número de bandas 
detectadas por DGGE. Esta variación en la estructura genética de las 
comunidades procarióticas estuvo influenciada por cambios en los patrones 
de circulación al interior de la bahía, los cuales se asociaron al efecto de los 
focos de surgencia que ingresan por el margen noreste de la bahía. En 
conclusión, la técnica de DGGE les permitió establecer cambios en la 
estructura de las comunidades bacterianas a través del análisis cualitativo de 
muestras obtenidas en los diferentes sectores y tiempos de muestreo. 
(Cedeño, 2005; Araya et al, 2008). 
La exploración de genes relacionados con la patogenicidad de diferentes 
especies de Vibrios de aislados ambientales relacionados con las 
mortalidades de animales, mostraron sólo un gen, que por mutaciones de las 
bacterias provocaron incrementos en la patogenicidad, el cual no pudo ser 
detectado por métodos tradicionales de microbiología. Se exploró la 
presencia con genes de hemolisina termolábil (tlh) y hemolisina termoestable 
(tdh), y genes gyrB relacionados con la patogenicidad en Vibrio 
parahaemolyticus; vvhA relacionado a V. vulnificus; y ctxA, tcpA y el 
espaciador de los genes rRNA 16 y 23S relacionados con V. cholerae. Este 
aislado, llamado C1, contuvo el gen gyrB, relacionado al V. 
parahaemolyticus. La caracterización detallada mostró corresponder a un V. 
parahaemolyticus, pero con algunas características coincidentes con V. 
alginolyticus. Este aislado no contuvo todo el conjunto de genes de una 
especie patógena. Aunque es posible aislar vibrios patógenos con genes 
asociados a toxinas en las aguas costeras, éstas no parecieron ser cepas 
realmente virulentas, razón por la que se debió realizar la secuenciación 
para su caracterización molecular exacta (Moreno, 2002). 
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1.2 Formulación del Problema: 
 
 
1.2.1 Problema General. 
 
¿La variabilidad bacteriana de los afluentes y efluentes de la zona de Mar 
Bravo ha sido modificada por los sistemas de cultivos empleados en los 
laboratorios de larvas de camarón? 
  
1.2.2 Problemas Específicos. 
 
 ¿La cuantificación de los diferentes géneros bacterianos de los 
efluentes y afluentes de la zona de Mar Bravo, se han visto afectadas 
por los productos empleados por los laboratorios de larvas de 
camarón? 
 ¿La variación de los perfiles moleculares de las bacterias tanto de los 
afluentes como de los efluentes están asociados a los manejos de los 
laboratorios de larvas de camarón? 
 ¿Existen genes patógenos en las bacterias aisladas que difieren entre 
afluentes y efluentes de laboratorios de larvas? 
 ¿La dinámica bacteriana está relacionada con los parámetros 
químicos de afluentes y efluentes de los laboratorios de larvas de la 
zona de Mar Bravo? 
 ¿La resistencia a antibióticos en las bacterias de los afluentes y 
efluentes de la zona de Mar Bravo ha sido modificada? 
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1.3 Justificación teórica. 
 
 
Dentro de la investigación se pretendió desarrollar todos los problemas 
específicos planteados para el cumplimiento del gran problema general, 
siendo el de mayor relevancia científica, que además coincide con el título 
del proyecto, el objetivo que precisó determinar los perfiles moleculares de 
las bacterias tanto de los afluentes como de los efluentes, y determinar si 
estos patrones moleculares presentaron diferencias sobre los manejos de 
laboratorios evaluados. 
 
Considerando que las aguas de los efluentes de la actividad camaronera, 
con llevan los desechos del ciclo de producción, se consideró pertinente 
conocer la carga bacteriana que prevaleció en éste ambiente, así como las 
que se desarrollan en los ecosistemas donde se realizó la actividad, para 
verificar si es real la implicación en un desbalance medio ambiental, y en la 
toma de medidas preventivas demandadas por la regulación ambiental del 
País (Leyton, 2008). 
 
Conjuntamente, el conocimiento del perfil molecular de las bacterias y la 
inter acción con los parámetros químicos, nos proporcionaron una línea base 
que ayudó a la bioseguridad de la industria, a la protección de los afluentes 
marinos y a la estabilidad de la matriz productiva del país. Además estudios 
de los Vibrios sp, en los cuerpos de agua en la zona de estudio, no han sido 
considerados dentro de la legislación ambiental, emitido en el registro 
ministerial que rigen las normativas de control de los afluentes marinos del 
Ecuador, es así que con este estudio se buscó levantar una línea base de 
datos, que ayudaron a que las normativas a nivel país regulen las descargas 
de los efluentes productivos de acuerdo a los resultados obtenidos en esta 
investigación. 
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1.4 Justificación práctica 
 
La actividad camaronera, se ha mantenido como una de las actividades de 
mayor crecimiento tanto a nacional como a nivel mundial. Sin embargo, esta 
rápida expansión, ha ocasionado problemas de diversa índole, considerando 
como prioritarios a las enfermedades, durante el cultivo y el manejo de todo 
lo que implica su producción, causando el derribe de la producción en 
algunos países, con mortalidades que han desequilibrado las producciones 
(Cruz, 2000). 
  
Sabiendo las debilidades que tiene el sector cuando enfrenta enfermedades 
bacterianas, estas fueron manejadas buscando el equilibrio entre las 
bacterias benéficas y las bacterias patógenas. Esto se ve reflejado en las 
prácticas de manejo de fertilizantes, alimento, probióticos, antibióticos y otros 
insumos aplicados durante el ciclo de producción (Morales, 2010). Los 
problemas por enfermedades en los laboratorios de larvicultura y piscinas de 
engorde en camarón, se dieron principalmente por las infecciones causadas 
por Vibrios vinculados con altas mortalidades en los laboratorios de 
camarón. Este género a pesar de ser patógeno, fue considerado con ser las 
bacterias más comunes, debido a que estas bacterias proliferan en hábitats 
naturales marinos y de estuarios (Gómez-Gil, 2005). 
 
Las descargas de los laboratorios de larvas generaron un impacto sobre el 
ambiente marino produciendo un desbalance sobre los niveles de nutrientes, 
esto puede provocar que la dinámica bacteriana tenga limitante en su 
desarrollo, pero sea favorable para el desarrollo de bacterias y algas con 
concentraciones altas de toxinas, las mismas que mediante incrementos en 
elementos como fósforo, sílice y nitrógeno, alteran la dinámica de estos 
microrganismos (Cruz, 2000). 
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El uso indiscriminado de diferentes productos empleados en los laboratorios 
de larvas de cultivo, han provocado un desbalance y pérdida de la 
biodiversidad de las aguas marinas, estuarinas, causando en algunos casos 
resistencia a nivel bacteriano. Esta resistencia eliminó la protección que de 
manera natural ejerce sobre la flora y fauna, así como la disminución de la 
eutrofización, rompiendo los balances naturales. Se consideró que uno de 
los mayores impactos ambientales potenciales de las camaroneras, fueron 
las descargas del agua de un estanque con alta carga de nutrientes, que 
pudo producir eutrofización del cuerpo de agua receptor y beneficiar a 
ciertos géneros bacterianos. Es por este motivo, que se buscó mediante el 
conocimiento de la diversidad bacteriana de los diferentes cuerpos de agua, 
proporcionar a los productores  un estudio de lo que realmente ocurre en la 
zona de Mar Bravo relacionado a la diversidad bacteriana. También conocer 
a las bacterias que no pudieron ser cultivadas por agar pero que se 
encuentran estado Viable No Cultivable, contienen genes de toxinas o 
resistencia a antibióticos y fueron las causantes de las grandes mortalidades 
en la zona. Esta información permitirá delinear estrategias de manejo que 
permitan disminuir y prevenir futuras mortalidades tanto de animales 
domesticados como animales del medio ambiente. 
 
El aporte de relevancia social de este trabajo, atendió a la concienciación 
que se hizo a los productores de larvas de camarón y del sector camaronero 
en general, para sugerir la disminución del uso de productos químicos y 
antibióticos, que utilizan de manera rutinaria y en algunos casos de manera 
indiscriminada. Debido a que un abuso de dichos compuestos puede 
seleccionar bacterias resistentes y provocar enfermedades de tipo diarreicos 
y en algunos casos provocan resistencia frente a estos productos químicos y 
antibióticos en los humanos. Este trabajo permitió desarrollar estrategias de 
bioseguridad productiva a la industria camaronera en general, influyendo en 
la disminución del impacto y prevención de enfermedades, evitando la 
resistencia en humanos, así como concientizar a los dueños de laboratorios 
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de larvas de camarón en que todas las aguas de descargas debieron ser 
tratadas antes de llegar al mar. 
 
Se consideró que el aporte de los lineamientos ambientales sobre las 
cuantificaciones bacterianas del Mar, pudieron permitir el levantamiento de la 
línea base y posibles lineamientos ambientales de las unidades formadoras 
de colonias aptas para los afluentes marinos de la zona de estudio, esto 
reforzó las normativas para la zona de estudio, extrapolando la información a 
otras zonas para la preservación de los afluentes, agua que es el soporte 
para el éxito en la larvicultura del país. Con esto respaldaron los 
requerimientos descritos en la documentación el buen vivir. 
 
 
1.5 Objetivos. 
 
 
1.5.1 Objetivo General. 
 
Determinar la variabilidad bacteriana en los efluentes y afluentes 
influenciados por los laboratorios de larvas de camarón en la zona Mar 
Bravo. 
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1.5.2 Objetivos específicos. 
 
 Correlacionar la estructura, cuantificación y variabilidad de las 
comunidades Bacterianas con los afluentes y efluentes de los 
laboratorios de larvas de la zona de Mar Bravo. 
 Asociar los perfiles moleculares de las bacterias de afluentes y 
efluentes de la zona de Mar Bravo, con el manejo de laboratorio  de 
larvas. 
 Identificar que existen genes patógenos de regiones bacterianas 
vibrionaceas conservadas en bacterias aisladas de afluentes y 
efluentes de laboratorios de larvas. 
 Demostrar las relaciones entre la variabilidad bacteriana de los 
afluentes y efluente con los parámetros químicos de los laboratorios 
de larvas de la zona de Mar Bravo. 
 Comprobar los intervalos de resistencia o sensibilidad de las bacterias 
de afluentes y efluentes de la zona de Mar Bravo. 
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CAPÍTULO 2: MARCO TEÓRICO. 
 
 
 
2.1 Marco filosófico o epistemológico de la investigación. 
 
 
La evolución histórica hacia una educación ambiental basada en la 
protección del medio ambiente ha impulsado a la ayuda y preservación de 
los ecosistemas naturales, donde desde el siglo XII se viene realizando 
esfuerzos para la protección de los árboles (1669), en 1719 Thomas 
Malthus, alertó la sobre población y el uso de los recursos materiales, en 
1854 se crean planteamientos en estados unidos para la relación hombre 
ambiente, en 1884, Engels manifestó la importancia de la protección del 
medio ambiente como factor importante de la salud pública. En 1984 se 
integra el pensamiento ambiental por Dokuchaiev, en 1958 fue creada la 
fundación Darwin. 
 
Los avances de los derechos ambientales en Latinoamérica y el mundo 
estuvieron abordados por una serie de conferencias y respaldos de 
comisiones internacionales de protección del ambiente, acontecimientos que 
14 
 
impulsan el avance del derecho ambiental donde en 1962 con la charla 
Primavera Silenciosa de Rachel Carson, fundando las bases del ecologismo 
moderno, ambas fundamentadas en las contaminaciones trans-fronteriza de 
los ambientes. La Conferencia de Estocolmo en 1972, infundó la atención 
internacional en temas medio ambientales y contaminación transfronteriza, 
siendo clara indicación que las contaminaciones no reconocen los límites 
políticos que afectan a regiones distantes de su origen. La Cumbre de la 
Tierra en 1992, así como el Protocolo de Kyoto en 1997, consensuado por la 
ONU, para luchar contra el cambio climático han fundado la trayectoria 
histórica de la protección ambiental, basada en la sustentabilidad tanto 
ambiental, social, económica y religiosa de los ecosistemas naturales, 
infundando a la reflexión para una filosofía ambiental, de un pensamiento 
ambiental contemporáneo con propuestas filosóficas para una ética estético 
ambiental (Noruega, 2004; Hoyos, 1989). 
 
Desde la era de la modernización en el planeta donde se ha causado una 
construcción y destrucción del mismo, ha sido vinculado con la evolución de 
una historia natural, creando crisis ambientalistas, las mismas que fueron 
fundamentadas en el saber y conocer universal del mundo. La epistemología 
ambiental es considerada como una serie de políticas del saber que busca 
dar sustentabilidad a la vida, preservación de los ambientes naturales y 
aseguramiento de la existencia humana, el mismo que plantea al hombre 
como el  principal usuario de este universo (Castro Ruz F, 1992; Leff, 2007). 
 
La estabilidad funcional de un ecosistema no dependió de la diversidad de 
las poblaciones per se, sino de una redundancia funcional, esto es, de la 
presencia de un reservorio de especies capaces de llevar a cabo la misma 
función ecológica. El aumento de esta redundancia funcional aseguró una 
respuesta a una perturbación determinada a lo largo del tiempo. Si se 
perdieron varios individuos después de este desafío, otros individuos casi 
idénticos (funcionalmente) estuvieron disponibles para remplazarlos y 
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reparar de este modo el sistema. Las técnicas a pesar de su extraordinaria 
utilidad, fueron sólo herramientas que necesitaron de la preparación 
intelectual para alcanzar el conocimiento e interpretar la realidad. “La 
casualidad sólo se presenta en las mentes preparadas” (Luois Pasteur). 
 
El último cambio del paradigma en microbiología ha sido el desafío de las 
bacterias a los antibióticos, donde en 1952, se enfrentaron ante la presencia 
de la aparición de sífilis, posteriormente en 1982, Barry J. Marshal y J. Robin 
Warren, describieron las bacterias del estómago y su estudio en la 
prevención de las enfermedades. Esta adaptación de los micoorganismos a 
las diferentes estrategias ha permitido tener una trayectoria evolutiva, desde 
el postulado de Koch1843-1910, hasta la obtención de cultivos axénicos, con 
Oscar Brefeld (1839-1925), con el uso de las diluciones seriadas. 
 
El desarrollo científico en el conocimiento del mundo natural van 
normalmente precedidos de innovaciones tecnológicas que permitieron 
nuevas mediciones y observaciones del mundo que nos rodea, fue así que el 
desconocimiento y temor existente, fue por falta de tecnología, con el 
descubrimiento del microscopio se pudo conocer la complejidad del interior 
bacteriano, la enorme diversidad metabólica, y fisiológica, que les permite 
ocupar nichos ecológicos muy diversos convirtiéndose en la base de todas 
las redes tróficas de la biosfera (Tian et al., 2005; Scheffel et al., 2006; Shih 
& Rothfield, 2006). 
 
El paradigma de la microbiología y el funcionamiento de los microbios, ha 
tenido una vertiente negativa, con temor, ya que son los agentes causantes 
de las enfermedades infecciosas, y de la contaminación y deterioro de 
alimentos, materiales, medio ambiente, causantes de enfermedades en 
humanos, animales y vegetales, etc. Sin embargo, hemos empezados a 
darnos cuenta de que somos completamente dependientes de la vida 
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microbiana. La vida no sólo comenzó con los microorganismos procariotas, 
sino que la continuidad de la misma existencia de la vida sobre la Tierra 
recae sobre ellos. 
 
Tal vez el mayor reto de la microbiología hoy día fue el problema de unir 
función  y  filogenia.  Métodos  basados  en  el  análisis  del  16S  rDNA, que 
proporcionaron abundante información respecto al taxón presente en un 
ambiente, aunque muy poco acerca de la función de cada grupo filogenético. 
El análisis meta genómico proporcionó cierta información funcional mediante 
la secuencia genómica y lo que ésta revela acerca de la expresión de 
rasgos, pero se necesitó de otros métodos para asociar funciones 
específicas con el grupo responsable de ellas. Por ejemplo, los análisis de 
genes de rRNA y de genes que codifican enzimas clave en relaciones con 
factores ambientales, fueron usados para obtener información sobre la 
filogenia y ecología de grupos bacterianos funcionales responsables de 
procesos tales como la nitrificación y demás funciones que involucran las 
diferentes interacciones microbianas. (Cedeño R. 2005; Araya et al, 2008). 
 
 
2.2 Antecedentes de la investigación. 
 
 
Diversos estudios realizados en Chile por López et al. (2013) y Aguirre et al. 
(2013), mencionaron que las condiciones de nutrientes sobre las piscinas 
camaroneras fueron propiciadas para el desarrollo de bacterias heterótrofas 
viables (BHV) y bacterias tipo Vibrio (BTV), a través de medios de cultivo 
comerciales. La concentración de bacterias en la zona de descarga fueron 
determinada por los flujos de agua diseminadas por las mareas y corrientes 
superficiales a zonas alejadas, lo que provocó una afectación en cultivos 
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ostrícolas comerciales de la zona, con efecto negativo en la salud de los 
consumidores en general. 
 
El trabajo de investigación realizado por Yamazaki (2012), señala que las 
enfermedades causadas por Vibrio vulnificus y otras especies de Vibrio, se 
convirtieron en un control nacional obligatorio en los Estados Unidos, debido 
a la posible gravedad de las infecciones del torrente sanguíneo en humanos. 
El contacto directo de la herida abierta con agua de mar y la ingestión de 
ostras contaminadas fueron las principales vías de transmisión. No se 
conocieron predictores ambientales claros de contaminación de ostras. En 
este estudio se reportó una aparente asociación entre la lluvia y el recuento 
de Vibrio en cinco playas del sur de Florida, quienes utilizaron la regresión 
múltiple y ANOVA, examinando la relación entre poblaciones de Vibrio y 
diversos factores ambientales. Los recuentos de Vibrio variaron de 135 UFC 
/ 100 ml en Hollywood Beach a 186.000 UFC / 100 ml en North Miami 
Beach. Vibrio vulnificus y V. parahemolyticus, se detectaron (menos de 1% 
de todos los aislados identificados) a los dos y cuatro playas 
respectivamente. Fechas, temperatura y precipitaciones fueron las 
correlaciones más significativas de la incidencia de las especies patógenas 
de Vibrio. 
 
Estudios de bacterias marinas del tipo bacterias totales y vibrios han sido 
relacionados con altas mortalidades en cultivos larvarios, específicamente 
por presentar especies patógenas. (Espinoza, 2014, López et al., 2013). En 
sistemas de producción larvaria los incrementos de bacterias totales en el 
agua de cultivo se mantuvieron en concentraciones superiores a 1.30E+05, 
con una tendencia al incremento al paso de los días de cultivos siendo la 
más alta en los estadios de post larvas (Viteri, 2015). 
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”Estudios realizados de las descargas acuícolas, determinaron que estas 
proporcionaron sustratos artificiales en los cuerpos de aguas naturales que 
provocaron una selección, adaptación y presencia de comunidades 
bacterianas que son parte de la flora normal de los organismos acuáticos, 
provocando desplazamiento de las poblaciones naturales (Castillo, 2008). Se 
atribuyó que el agua proveniente de estos sistemas de manera directa en los 
estuarios fueron los responsables de las variaciones o incrementos de: 
nutrientes que emplean en el crecimiento del camarón, drogas y antibióticos 
que se aplican para generar mayor resistencia a los patógenos en el 
crustáceo, y químicos que contribuyen al desarrollo del camarón (Marriott 
2003; Leyva 2010). 
 
Gómez et al. (1998), Arias (1999), Johnson (2002) y Vezzulli et al. (2010) 
determinaron que las concentraciones de Vibrios aislados tanto de columna 
de agua como de especímenes tipo moluscos, mostraron una baja 
recuperación de este género bacteriano, donde evidenciaron que 
condiciones medio ambientales tipo salinidad y temperatura influenciaron 
directamente la recuperación de las mismas. Establecieron además que los 
medios de cultivos fueron poco eficientes para sus recuperaciones, razón 
por la que sugirió trabajar con metodologías más especializadas a nivel 
molecular o con medios enriquecidos para lograr incrementar la baja carga 
bacteriana en esos sistemas. 
 
Aguirre (2013), mencionó que microorganismos oportunistas tomaron 
ventajas sobre los cambios ecológicos y sobre el medio marino circundante, 
como consecuencia generaron un desplazamiento de las especies 
autóctonas, provocando pérdidas totales en sistemas productivos y en el 
medio natural (Cruz, 2000). Las bacterias que más impacto han causado en 
aspectos de mortalidades son las del género Vibrio, en la actualidad la 
patogenicidad provocada, por el Vibrio parahaemolyticus, es la más reciente 
epidemia que afecta a las camaroneras a nivel mundial. 
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Un análisis exploratorio, realizado por Moreno (2002), de patogenicidad del 
género Vibrio, aislado de muestras de agua, para determinar las condiciones 
ambientales, logró identificar a los V. parahaemolyticus y V. vulnificus; 
relacionados con espaciadores genéticos de rRNA 16 y 23S relacionados 
con V. cholerae. Este aislado no tuvo todo el conjunto de genes 
considerados necesarios en una especie realmente patógena. Esta 
interacción y modificaciones medio ambientales entre especie – especie, 
conformaron asociaciones, en simbiosis o solos, que influenciaron el 
mecanismo fisiológico de las bacterias, ampliando su rango de infección, en 
medios naturales marinos, dichas asociaciones con plancton se observaron 
en las denominadas mareas rojas (Cruz, 2000). 
 
Yukari et al. (2007), lograron aislar las cepas de Vibrios vulnificus de cultivos 
de Vibrios marinos, las cuales originan la necrosis fascitis en camarones 
Peneidos, la infección que produjo latencia y altas tasas de mortalidades. A 
través de cultivos en agar selectivos entre ellos Chromochecker Vibrio Agar- 
1, identificaciones bioquímicas, determinaron que 8 bacterias que producen 
la necrosis distinguen a V. Vulnificus como el agente causal principal de esta 
afección (Pacheco et al. 2014; Yeung et al. 2010). 
 
Soto et al. (2015), comprobaron que la enfermedad que ha hecho declinar la 
producción de países asiáticos y México, es la nueva enfermedad 
denominada EMS, Síndrome de mortalidad tempana, causada por el Vibrio 
parahaemolyticus, donde determinaron que trabajos tradicionales de 
microbiología no son eficientes para detectar el agente causal, siendo la 
detección por PCR de partes conservadas con primers de 16 s DNA, 
técnicas de diagnósticos más específicas para la búsqueda de los patógenos 
bacterianos relacionados con enfermedades. 
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Zhi et al. (2008) indicaron que para realizar pruebas en sistemas de cultivos 
se requieren principalmente métodos simples, rápidos y confiables para 
monitorear el cambio en la comunidad microbiana en el estanque de cultivo 
de camarón blanco, además de las concentraciones de nutrientes y biomasa 
y diversidad de especies fito y zooplantónicas; análisis de clorofila y 
concentraciones bio marcadores taxonómicos  (Aguirre et al., 2013). 
 
Tomalá (2011), determinó que una de las técnicas más eficaces y rápida 
para identificar las especies asociadas a productos probióticos comerciales 
fue el DGGE, metodología que proporcionó bandas específicas de 
caracterización molecular. Para esto, se emplearon dos productos 
probióticos, revelando en estos que no presentaron en su totalidad las 
especies de bacterias que mostraron en su etiqueta. Borbor (2005), utilizó la 
técnica DGGE para evaluar la  diversidad  de  las  comunidades  
microbianas  en  agua  y  sedimento en piscinas camaroneras con sistemas 
semi-intensivos, los perfiles obtenidos fueron comparados con resultados 
obtenidos de índices de Shannon-Weaver y Homogeneidad de Especies 
(Evenness). Identificando que existió mayor riqueza de especies tanto en 
agua como en sedimento. 
 
Araya et al. (2008), analizaron la estructura de comunidades bacterianas 
asociadas a sedimentos marinos del sistema costero de la corriente de 
Humboldt en la bahía de Mejillones del Sur (23ºS), Chile, donde a partir de 
un análisis de electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE) de 
fragmentos del 16S rDNA para el Dominio Bacteria, junto con el análisis de 
escala multidimensional (MDS). Para lo cual, se realizaron muestreos de 
sedimentos en cuatro sectores dentro de la bahía de Mejillones del Sur, 
durante tres períodos de muestreo y cuatro profundidades reveló la genética 
de las comunidades estudiadas con una alta diversidad bacteriana, por otro 
lado el análisis multidimensional estableció asociaciones a las distintas 
profundidades analizadas. Esta variación en la estructura genética de las 
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comunidades procarióticas, la cual estuvo influenciada por cambios en los 
patrones de circulación al interior de la bahía de Chile. 
 
El análisis genético de las comunidades procarióticas estudiadas reveló una 
alta diversidad bacteriana, la cual se estableció por el gran número de 
bandas detectadas por DGGE. El análisis de MDS evidenció cambios en la 
estructura de las comunidades asociadas a los sedimentos recolectados a 
10 m, entre las 4 estaciones de muestreo. Se encontraron además, 
diferencias en la estructura de comunidades procarióticas asociadas a las 
distintas profundidades analizadas. Esta variación en la estructura genética 
de las comunidades procarióticas estuvo influenciada por cambios en los 
patrones de circulación al interior de la bahía, los cuales se asociaron al 
efecto de los focos de surgencia que ingresan por el margen noreste de la 
bahía. En conclusión, la técnica de DGGE les permitió establecer cambios 
en las estructuras de las comunidades bacterianas a través del análisis 
cualitativo de muestras obtenidas en los diferentes sectores y tiempos de 
muestreo. (Araya et al, 2008). 
 
 
2.3 Bases teóricas. 
 
 
2.3.1 Actividad Camaronera en el Ecuador. 
 
El camarón blanco (Penaeus vannamei) según datos de la Cámara Nacional 
de Acuacultura, reportaron que la industria de la camaronicultura representó 
un ingreso de dividas del 13,2%, después de la actividad petrolera, cuyos 
ingresos superaron los dos mil millones de dólares americanos con una 
producción de 750 mil toneladas de camarón de exportación para el 2015, lo 
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que lo convirtió en el cuarto productor (después de China, Tailandia e 
Indonesia) y el primer productor del Hemisferio Occidental. 
 
El Ecuador está situado en la costa del Pacífico, al noroeste de Sudamérica, 
tiene una superficie de 256 370 km². Donde el 95% de la actividad está 
direccionado principalmente al cultivo del camarón blanco Litopenaeus 
vannamei, seguido del cultivo de la tilapia. Las distribución de las granjas 
camaroneras en la Costa Ecuatoriana comprendieron las Provincias de 
Esmeraldas, Manabí, Guayas y El Oro (2859 Km) (Organización para la 
Alimentación y la Agricultura, FAO). 
 
2.3.2 Sistemas Productivos Larvarios 
 
Los sistemas de cultivo que se practican en Ecuador son extensivo, intensivo 
y semi intensivo, siendo éste último sistema el que se practicó con mayor 
intensidad. La variación de las producciones de camarón, dependió de 
muchos factores como las técnicas de manejo, factores físicos, químicos y 
bacteriológicos del agua y de los animales, que de alguna manera impactó 
las producciones finales de los cultivos (Organización para la Alimentación y 
la Agricultura. FAO, s.a). 
 
A pesar que la producción camaronera se encuentra en su máximo auge, la 
intensificación en los sistemas de cultivos a llevado a que se trabajen con 
altas densidades de organismos y nutrientes que al ser vertidos a los medios 
naturales, estas condiciones, pueden favorecer la proliferación de bacterias 
del género Vibrio; a las que se les responsabiliza de causar mortalidad en 
los animales de cultivo, que por condiciones variables de los factores 
abióticos provocan condiciones de stress que pueden volver patógenas a 
estas cepas impactando sobre una dominancia bacteriana y una posible 
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transmisión de enfermedades en el humano por un uso inadecuado de 
productos (Cabanillas- Beltrán et al., 2006). 
 
2.3.3 Laboratorios de larvas en la Península de Santa Elena. 
 
La Provincia de Santa Elena en el Ecuador, es considerada como el pulmón 
de la producción larvaria por encontrarse la mayor presencia de laboratorios 
de larvas de camarón, abarcando un total de 114 laboratorios de cultivos 
semi intensivos en funcionamiento, con 106 de larviculturas, 7 de 
maduraciones, 2 reserva de reproductores y 12 laboratorios integrales. Para 
el área de estudio en el sector Mar Bravo se reportaron 45 laboratorios (2 
maduraciones, 5 integrales y 38 de semicultivo), con un sistema de manejo 
semi intensivo y con una producción superior a los 3000 millones de nauplios 
de siembra por corrida entregando 200 millones diarios a los laboratorios 
aledaños. Esta entrega de nauplios abasteció también laboratorios de otras 
provincias manteniendo una producción de acuerdo al manejo, a la época 
del año de un 60 % de sobrevivencia, cubriendo la demanda operativa de 
camaroneras locales y extranjeras, con una oferta mensual superior a los 
1590 millones de larvas (Viteri, 2015). 
 
2.3.4 Impacto de la Producción Larvaria sobre la Calidad del agua. 
 
Son varias investigaciones que atribuyeron que la descarga de aguas de 
laboratorios de larvas y camaroneras ricas en nutrientes favoreció al 
afloramiento de fitoplancton produciendo presencia de mareas rojas, que en 
estadios larvarios de camarón causaron mortalidades agresivas. (Cruz, 
2000; Pérez et al. 2003). Esta proliferación fitoplanctónica dependió del 
manejo realizado en cada camaronera o laboratorio debido a la adición de 
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dietas a base de microalgas, artemia salina, alimento peletizado entre otros 
(Morales, 2010; Aguirre et al., 2013). 
 
En este sentido las legislaciones ambientales de diferentes países 
establecieron rangos de descargas permitidos para los cuerpos aguas 
ambientales, con miras a proteger los afluentes que alimentan a sus 
sistemas de cultivos (Acuerdo Ministerial Registro No. 097, 2015). 
 
Vaseeharam (2003), evidenció que en el agua de cultivos larvarios de 
Penaeus vannamei se encontraron las más altas cargas bacterianas de 
Vibrio parahaemolyticus, comparando con otras fuentes de aguas de los 
diferentes sistemas del cultivo. Además observó que dichas concentraciones 
bacterianas representaron un problema para las producciones acuícolas 
domesticadas y silvestres indicando que estas bacterias en el agua pueden 
contaminar a la fauna y provocar enfermedades en humanos, al consumir 
estos alimentos contaminados. 
  
2.3.5 Patologías bacterianas en el cultivo del camarón 
 
A pesar de que la industria se encuentra en sus mejores resultados 
productivos, las condiciones bióticas y abióticas pueden causar reducción de 
la producción. Uno de los más grandes pérdidas las han causado 
variaciones ambientales (temperatura, salinidad, turbidez) y parámetros 
químicos (nitrito, nitrato, amonio, materia orgánica) que potenciaron las 
condiciones patológicas de los animales del cultivo (Lightner, 1998). 
 
Las enfermedades causadas por virus, sin duda han sido de gran impacto en 
la industria camaronera, también lo han sido las afecciones bacterianas 
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causantes de pérdidas económicas en dicha industria (Morales y Cuéllar- 
Anjel, 2008), dentro de las cuales se menciona a los Vibrios que provocan la 
llamada vibriosis (Lightner and Redman, 1998), caracterizada por las altas 
mortalidades en post larvas y juveniles tempranos. En algunas regiones de 
Latino América a la vibriosis, se la llegó a conocer como el síndrome de las 
Gaviotas. Como indicador de ésta enfermedad se observaba aves marinas 
alimentándose de camarones que se acercaban desde la superficie. Se 
conoce que las especies de Vibrios que afectan a los camarones Penaeus 
vannamei tanto en estado larval como en crianza o de engorde son Vibrios 
alguinolyticus, V.vulnificus, V. parahemolyticus, V. harveyi (Lightner y 
Pantoja, 2010). 
 
Otra enfermedad que ha afectado al camarón, es la conocida como 
Hepatopancreatitis Necrotizante (NHP), y el agente causal representa a un 
nuevo género de bacterias dentro de las alfa proteobacterias (Frelier et al., 
1993), la cual es una bacteria gram negativa, que se caracteriza por afectar  
a las células epiteliales de los túbulos del hepatopáncreas (Ligthner y 
Pantoja, 2010). 
 
2.3.6 Patologías Bacterianas en los Cultivos Larvarios. 
 
Las afecciones en el desarrollo del camarón blanco (Penaues vannamei) 
están asociadas a las presencias de Vibrios patógenos en los estanques de 
larvicultura; las cuales generando mortalidades hasta un 100% en menos de 
24 horas post infecciones. Los Vibrios son considerados en la flora 
microbiana como agentes patógenos oportunistas en medios de cultivos de 
camarones peneidos, produciendo una serie de infecciones las cuales 
generan altas mortalidades y déficit económico. (Gopal et al., 2005; Vezzulli, 
2010; Aguirre et al., 2013). 
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Los laboratorios de producción de post larvas de (Litopennaeus vannamei), 
luego de un proceso de producción las aguas de las efluentes de estos 
estantes son desechadas, esta a su vez ingresa del mar en el cual gracias a 
los nutrientes que presenta se desarrollan microorganismos bacterianos, 
pero para nuestro caso de estudio se analiza profileración de especies están 
involucradas en infecciones en camarón blanco como son “Vibrio 
alginolyticus, V. anguillarum, V. campbelli, V. fluvialis, V. harveyi, V 
parahaemolyticus, V. penaecida, V. vulnificus y V. damsela” (Ibarra, 2007; 
Vezzulli, 2010), es posible esta carga bacteriana pueda producir un 
desbalance de la flora microbiana del perfil costero de esta zona. 
 
 
2.4 Actividad Camaronera en Ecuador asociado a la actividad de 
las comunidades microbianas sobre el medio. 
 
 
2.4.1 Ecología Evolutiva. 
 
Las connotaciones evolutivas de los microorganismos a través de los 
estudios morfológicos, fisiológicos y genéticos; son una gran herramienta 
para lograr comprender la amplia diversidad bacteriana que se propagaron 
en los actuales momentos. Estas a su vez jugaron un rol importante dentro 
de la  red trófica (Kirshman, 2000). Con respecto a la caracterización 
microbiana se han categorizado en cinco niveles “oligotrófica con tendencias 
eutróficas” (Miravet, 2003). 
 
2.4.2 Ecología Marina. 
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Existen asociaciones de comunidades bacterianas sobre columna de agua, 
sustratos inherentes a las variaciones ambientales por su gran capacidad de 
adaptación (Araya, 2008). Dichas comunidades se encontraron conformadas 
por géneros bacterianos de diferentes hábitos que se encontraron incluidos 
en distintos grupos filogenéticos y presentaron características fenotípicas 
muy diversas” (Miravet, 2003). 
 
El interés que se ha venido evidenciando sobre las comunidades bacterianas 
en los ecosistemas marinos costeros ha sido muy notorio (Leyton, 2008), 
como es el caso de la investigación de Araya (2008) en la cual se analizaron 
las estructuras de comunidades bacterianas asociadas a sedimentos 
marinos, donde se vio influenciada por el sistema costero de la corriente de 
Humboldt en la bahía de Mejillones del Sur, Chile. Por otro lado Borbor 
(2005), evaluó la diversidad de las comunidades microbianas en agua y 
sedimento de piscinas camaroneras con sistemas de cultivos semi-
intensivos, obteniendo como resultado mayor, riqueza de especies en con 
valores cercanos a 1. 
 
Control ambiental de crecimiento y persistencia de Vibrios en ambientes 
acuáticos se entiende mal, a pesar de que los miembros del género Vibrio 
son globalmente patógenos importantes. Para estudiar la relación con las 
algas, la materia orgánica y la temperatura se determinó como influyó en la 
abundancia de diferentes Vibrio spp., en un mesocosmos del Mar Báltico 
inoculados con Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus, Vibrio parahaemolyticus, 
Vibrio alginolyticus y bacterioplancton nativa, fueron expuestos a diferentes 
condiciones. Este estudio determinó que con el incremento de la materia 
orgánica los vibrios sp se vieron incrementados, y se evidenció que la 
temperatura sola no afectó significativamente la abundancia de 
bacterioplancton total, el total de Vibrio spp. o poblaciones de Vibrio 
individuales. Por el contrario, la materia orgánica de cianobacterias derivado 
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representado un factor importante la regulación del crecimiento y la 
abundancia de bacterias del género Vibrios (Eiler et al., 2006). 
 
Hernández (2005) argumentó que, en general, las bacterias se presentaron 
como un componente con interacciones múltiples en el ambiente marino y 
que además muchas especies de estas como los Vibrios fueron 
imprescindibles para supervivencia de los organismos marinos superiores. 
Otras especies como el Vibrio parahaemolyticus demostraron ser 
perjudiciales en cultivos de moluscos, crustáceos y peces como infecciones 
que generaron grandes pérdidas en las producciones de este sector acuícola 
(Vezzulli, 2010; Soto et al., 2015). 
 
2.4.3 Ecología Bacteriana. 
 
Isla (2006), indicó que la introducción de especies nuevas, ya sean animales 
para cultivo, como es el uso de microorganismos eficientes a ecosistemas 
frágiles, la remoción de las aguas para bombeo de agua, descargas de las 
camaroneras a medios naturales, causaron impacto, por que llevaron los 
desechos originados por la actividad en mención, indicó que su impacto no 
fue tan agresivo en comparación con las descargas domésticas. Se atribuyó 
además las aguas que fueron vertidas a estos sistemas de manera directa 
pudieron ser los responsables de las variaciones o incrementos de: 
nutrientes que fueron utilizados para acelerar y aumentar el crecimiento del 
camarón, drogas y antibióticos que se aplicaron para generar mayor 
resistencia a los patógenos en el crustáceo, y químicos que contribuyen al 
desarrollo del camarón (Marriott, 2003; Leyva, 2010). 
 
Turner et al. (2009), establecieron que las concentraciones de vibrios 
existentes en medios naturales se asociaron fuertemente con la temperatura, 
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modelos lineales generales multivariantes revelaron que las concentraciones 
de Vibrio sp en las fracciones de plancton también se correlacionaron con 
los cambios en la abundancia relativa de los taxones de plancton específico. 
 
Para mejorar componentes de producción a nivel de procesos de 
acuacultura se consideraron de relevante importancia definir si las descargas 
de los efluentes generan un impacto sobre el perfil costero de esta zona en 
relación a la flora bacteriana producción de proliferaciones de estos 
organismos. Investigaciones reportaron que microorganismos oportunistas 
toman ventajas sobre los cambios ecológicos sobre el medio marino 
circundante, como consecuencia generan desplazamiento de las especies 
autóctonas lo que puede causar un desbalance y estrés sobre los 
especímenes de cultivo. (Cruz, 2000; Aguirre, 2013). 
2.4.4 Las bacterias y los factores químicos. 
 
Uno de las más grandes pérdidas las han causado variaciones media 
ambientales (temperatura, salinidad, turbidez) y parámetros químicos (nitrito, 
nitrato, amonio, materia orgánica) que potencializan las condiciones 
patológicas de los animales del cultivo. (Lightner, 1998; Cruz, 2000). 
 
Diversos estudios realizados por López (2013) y Aguirre (2013) mencionaron 
que las condiciones de los nutrientes favorecieron al desarrollo de bacterias 
heterótrofas sobre estanques de cultivos ostrícolas y piscinas camaroneras. 
En este estudio determinaron que las cargas bacterianas de aguas de 
entrada y salida según su diseminación sobre las mareas, emergieron 
causando afectación en los cultivos comerciales por incrementos en las 
concentraciones microbianas, representando un efecto negativo en la salud 
de los consumidores en general. Zarei et al. (2012) determinaron que 
análisis realizados en muestras agua en diferentes estaciones climáticas, 
obtuvieron por PCR la prevalencia donde V. parahaemolyticus se encontró 
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en 4,0% de las muestras de invierno, 13,3% de las muestras de la 
primavera, 18,6% de las muestras de verano y 8% de las muestras de otoño. 
El gen de patogenicidad detectado para V. parahaemolyticus en dos cepas 
aisladas, mientras que ninguna cepa de trh-positivo se detectó en el estudio. 
 
Mediciones de parámetros abióticos, relacionados con la concentración de 
nutrientes, ya están establecidos para ciertos cuerpos marinos dando 
valores para los parámetros a correlacionar como el amonio, nitrato, fosfato, 
datos que deberán ser comparados con los que se puedan obtener de la 
investigación (Graco, 2007). Bajo este esquema considero de gran 
importancia establecer de manera investigativa, si la industria camaronera 
está en realidad impactando sobre el mar y, que sus posibles aportes de 
nutrientes estén variando la concentración de algas y bacterias, que han 
dado origen a presencia de mareas rojas (Torres, 2012; Gadea, 2009; Cruz, 
2000; Pérez et al., 2003) que han sido letales para animales domesticados y 
silvestres. 
  
Yamazaki (2012), publicó una aparente asociación entre la lluvia y el 
recuento de Vibrio en cinco playas del sur de Florida en los Estados Unidos, 
quienes utilizaron la regresión múltiple y ANOVA, se examinó la relación 
entre poblaciones de Vibrio y diversos factores ambientales. 
 
Solórzano (2009), argumentó que los mayores aportes de nutrientes en los 
sistemas acuáticos, fueron los provocados por el desperdicio de alimento 
que no es consumido, dando inicio a la acumulación de materia orgánica. 
Lightner (2003), señaló que las condiciones de materia orgánica y exceso de 
nutrientes pueden provocar eutrofizaciones y propiciar el desarrollo de 
bacterias y algas nocivas para los organismos acuáticos. Estas condiciones 
por acumulaciones de materia orgánica, modificaron los parámetros físicos y 
químicos de los sistemas generando mortalidades de larvas (Pillay, 2004). 
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Es aquí donde se respaldaron que las descargas de agua con altos niveles 
de nutrientes ayudaron a la formación de surgencias o afloramientos 
fitoplanctónicos (upwelling) (Pérez, 2009), provenientes de laboratorios de 
larvas y de piscinas de camarones, generando las denominadas mareas 
rojas, en algunas ocasiones causando deterioro en los sistemas naturales y 
en los domesticados. Dichas descargas incrementaron elementos como 
fósforo, sílice y nitrógeno, alteraron la dinámica de estos microorganismos 
provocando producciones de toxinas letales para los organismos (Cruz, 
2000). 
 
Estudios realizados por Cabanilla (2006) reportaron más de 1230 casos de 
gastroenteritis en ciudades de México, de aislados caracterizados por Vibrio 
parahaemolyticus, donde, mediante la utilización de técnicas estándares de 
bioquímica, se pudo determinar su identificación como reactivos a 03:k6 
serogrupos. 
 
Se realizaron aislamientos en medio TCBS de aguas y hepatopáncreas en 
diferentes estadios de cultivos para detectar la presencia de Vibrios en los 
sistemas,  mediante  el  sistema  Biolog.  Con  el  análisis  de    identificación 
bioquímica, se pudo identificar que un 53,3% de vibriones aislados de 
hepatopáncreas de camarones correspondían a V. hareyi y 20% a V. 
Parahaemolyticuy. Cepas de Vibrios cholera fueron detectadas en los 
primeros días de cultivos y hacia el día 62 del cultívo el V. Parahaemolyticus 
se vió en incremento. (Sung et al., 2001). 
 
2.4.5 Uso de Bacterias Probióticas como profilácticos 
 
Siendo las bacterias vibrionaceas las que mayor impacto han causado a los 
sistemas acuícolas, estrategias de aplicar bacterias benéficas ayudan a 
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mejorar la salud de los animales. Bacterias del Género Bacillos considerados 
como probióticos son herramientas profilácticas empleadas para el control 
de los Vibrios patógenos; Thimmalapura et al. (2002) confirmaron que la 
aplicación de varios productos probióticos presentaron una mejora en el 
factor de conversión alimenticio pero no encontró diferencias significativas 
en lo relacionado a la salud de los animales, por el contrario, Chau (2014), 
pudo establecer que el uso de probióticos en sistemas de producción de 
camarones, lograba mejorar no solo la salud de los animales eliminando 
bacterias patógenas, arrojando supervivencias supriores al 85%, sino que 
lograban la estabilización del sistema tales como amonio, nitrito, carbono, 
demanda bioquímica de oxígeno ayudando a la sostenibilidad del sistema 
(Cruz, 2000). 
 
Estudios con uso de bacterias benéficas tipo probióticos, demostraron ser 
una ayuda a la salud de camarones infectados por bacterias patógenas del 
género Vibrios, dando una estrategia de manejo ante el aumento de la 
resistencia, e incremento a las condiciones patológicas de las bacterias 
facultativas que modifican su accionar ante condiciones de estrés. Los 
probióticos son una gran alternativa frente a la alta resistencia de las 
bacterias patógenas, siendo una alternativa de reemplazo de los antibióticos, 
las condiciones de alteración al ambiente de estos probióticos a los 
ambientes naturales no fueron estudiadas. (Devaraja, 2002; Gullian, 2001; 
Sotomayor 2003). 
 
2.4.6 Uso de productos terapéuticos en prevención de infecciones 
bacterianas. 
 
Inicialmente el uso de antibióticos se basó en la prevención y control de 
enfermedades; pero debido a su efecto de selección de organismos 
patógenos resistentes por las dosificaciones erróneas y su limitación de 
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efectividad como terapia (oxigenación, lixiviación, salinidad, pH, cambios 
físico-químicos del medio), se debe considerar como última alternativa al 
tratamiento dentro de los sistemas de cultivo ya que estos mismos afectan a 
la microbiota autóctona del medio debido a su baja especificidad (Lomeli, 
2011). En la actualidad se restringe el uso o su utilización al mínimo debido a 
los problemas ecológicos, su residualidad, la generación de resistencia 
bacteriana y su prohibición en las exportaciones por representar un riesgo 
para la salud humana (Sotomayor, 2003). 
 
Estos factores, aunados a la residualidad dentro de productos de consumo 
humano, es necesario generar conciencia de los efectos adversos del uso de 
antibiótico, así como evaluar vías de tratamientos efectivas e inocuas para 
las bacterias no patógenas y otros organismos; y que los residuos 
resultantes no resulten en efectos al medio y al consumidor final (Lomeli, 
2011). El uso de antibióticos en sistemas acuícolas se ha detectado que 
causa alteraciones de las bacterias sistémicas causantes de enfermedades 
en humanos, lo que ha provocado una alteración de la sensibilidad de las 
bacterias frente a estos antibióticos en enfermedades humanas (Soto et al., 
2006; Cabello, 2002; Cabello, 2003; Cabello, 2004; Chandraka, 2014). 
 
La aplicación de antibióticos en el cultivo de larva de camarón ha sido una 
de las prácticas más comunes para controlar patologías, las leyes vigentes 
en Acuacultura vetan el uso de estos productos químicos, porque generan 
efectos secundarios sobre los organismos acuáticos e inclusive en su 
consumidor final. Considerando la experiencia obtenida en laboratorios de 
cultivo larvario en Ecuador, la adición de probióticos es una alternativa 
potencial y rentable previniendo de posibles enfermedades por patógenos 
que provocan altas mortalidades a los Peneidos y evidenciando resistencia. 
(Aguirre, 2014). 
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Gainza (2009), evidenció que en tratamientos realizados para controlar a 
enfermedades causadas por bacterias, los géneros Vibrio y Rickettsia, 
empleando el antibiótico enrofloxacina, se encontraban en su máxima 
concentración a las dos horas de iniciado el tratamiento y su efectividad se 
encuentra sobre las dosis obtenidas para la concentración mínima inhibitoria 
La aplicación de antibióticos en el cultivo de larva de camarón ha sido una 
de las prácticas más comunes para controlar patologías, las leyes vigentes 
en Acuacultura vetan el uso de estos productos químicos, porque generan 
efectos secundarios sobre los organismos acuáticos e inclusive en su 
consumidor final. Considerando la experiencia obtenida en laboratorios de 
cultivo larvario en Ecuador, la adición de probióticos es una alternativa 
potencial y rentable previniendo de posibles enfermedades por patógenos 
que provocan altas mortalidades a los peneidos (Moriarty, 2006). 
 
El aumento de la resistencia, y las condiciones patológicas en las cuales los 
antibióticos no responden, han llevado a experimentar con una amplia gama 
de alternativas terapéuticas, la mayoría con éxito relativo. Lo cierto es que 
actualmente, los productores de camarón, tanto de granjas como de 
laboratorios de larvas disponen de pocas estrategias efectivas para manejar 
los cultivos frente a las enfermedades. (Gullian, 2001). Es esta introducción 
de posibles productos los que puedan estar causando algún impacto al 
ambiente. 
 
2.4.7 Relación de las bacterias y el ambiente 
 
La estrecha correlación entre la incidencia de enfermedades del camarón y 
de la comunidad microbiana que rodea estuvieron bien establecida por que 
causan enfermedades y muerte masiva en los camarones. La unión 
bacterias y plancton por los diferentes nutrientes que entraron a un sistema 
nos indican la suma de la abundancia relativa de los factores filitipos que 
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causan la enfermedad. Este resultado sugirió que la composición 
bacteriopláncton determina, al menos en parte, el estado de salud de los 
camarones. En general, este estudio proporcionó evidencia directa de que la 
composición de la comunidad de bacteriopláncton puede servir como un 
indicador biológico para evaluar la ocurrencia de enfermedades del camarón 
(Zhang, 2014). 
 
Esta cada vez mayor la preocupación que el cambio climático pudo influir 
sobre la proliferación de enfermedades infecciosas sobre los ambientes 
marinos, reportes realizados en el mar Báltico indicaron que las condiciones 
climáticas tales como temperatura han influenciado directamente el 
incremento de Vibrios con alta patogenicidad, guardando una estrecha 
relación con los picos temporales y espaciales, con llevando a insinuar de 
manera empírica que estos causan un impacto sobre las comunidades 
residentes transformado la distribución de las enfermedades en escala 
global (Baker-Austin et al., 2010). Otros investigadores indicaron que la baja 
temperatura en las aguas y en muestras de moluscos recuperados en agar 
TCBS, muestreadas a bajas temperaturas por sitios conservados de 16 y 23 
s DNA no presentaron un gran número de genes patógenos del género 
Vibrionaceo.( Moreno, 2002; Pacheco et al., 2014). 
 
Los estudios realizados por Duarte et al. (2011), determinaron que mediante 
el uso de la técnica DGGE, se encontraron grandes diferencias entre las 
comunidades microbianas en vegetales, aguas de descargas así como en 
aguas que se utilizaron para alimentar a un camarón de agua dulce. Por otra 
parte, las comunidades microbianas en heces fecales producidas por los 
camarones fueron discriminadas por DGGE. Esta metodología experimentó 
que era lo suficientemente sensible para discriminar entre los lugares de 
referencia afectados por el uso de las comunidades bacterianas y fúngicas 
en la descomposición de una planta de basura (Duarte et al., 2009). De 
hecho, el análisis multivariable basado en hongos y las huellas dactilares 
36 
 
bacterianas demostraron ser una herramienta útil para detectar los cambios 
en la estructura de las comunidades microbianas acuáticas expuestas a 
factores estresantes antropogénicos en microcosmos, tales como metales 
iones solos o en mezclas. 
2.4.8 Impacto de la Genética microbiana en los sistemas Acuáticos. 
 
Los primeros estudios en la naturaleza en el ámbito taxonómicos 
reconocidos y descritos, fueron realizados en grupos bacterianos del género 
Vibrio (Pacini, 1854); categorizándolos como pertenecientes a la familia 
Vibrionaceae. El análisis y comparación de secuencias conservadas de 
aminoácidos, secuencias nucleotídicas de genes con diferentes 
características patológicas, inmunológicas de resistencia, han permitido no 
solo identificar, clasificar sino buscar las relaciones filogenéticas entre los 
diferentes microorganismos constituyentes en un medio en 
particular.(Rozalén, 2003). 
 
Las bacterias poseen una enorme capacidad de adaptación al ambiente, 
reflejo de su gran variabilidad genética. Esto es debido, a que el DNA puede 
cambiar o mutar. Algunas mutaciones pudieron ser letales para la bacteria, y 
otras pudieron proporcionarle nuevas características y posibilidades de 
supervivencia en los distintos ambientes, aumentando su capacidad de 
adaptación mediada por plásmidos o por fagos de otras bacterias (Díez, 
2011, Cariani et al., 2012). Han et al. (2015) determinaron que mediante la 
utilización de plásmidos construidos con especificidad del gen de virulencia 
del V. Parahaemolyticus pudieron determinar la detección de esta cepa 
bacteriana aún en bajas concentraciones en agua, y animales infectados con 
el EMS (Lightner et al. 2012, Tran 2013, Soto et al 2015). 
 
Estudios iniciales de genética bacteriana realizados por Woese et al. (1990), 
partieron del uso de la secuencia conservada en el común denominador 
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bacteriano con un total de 1500 pares de bases, dándole identidad propia a 
cada uno de los micoorganismos, a partir del gen del RNA de la pequeña 
subunidad del ribosoma (SSU rRNA o 16S en bacterias) se han podido 
establecer líneas evolutivas en la clasificación bacteriana respaldada en su 
descendencia heredadas. (Díez  2001;  Moreno 2002; Cariani et al. 2012). 
 
2.4.9 La Genética bacteriana y los genes de toxinas. 
 
Johnson et al. (2012), en estudios realizados para correlacionar diferentes 
genes patógenos de especies de Vibrios como el V.parahaemolyticus, V. 
vulnificus, determinaron que la comparación de estos con genes de 
hemolisina termolábil (TLH) y hemolisina termoestable (TDH), presentaron 
una variación en la presencia o ausencia de estos genes patógenos en 
ambas especies en condiciones de altas cargas de sólidos totales 
suspendidos, clorofila, carbono orgánico, presencia de cianobacterias en las 
aguas, sedimentos y ostras analizados considerándolos como predictores de 
la patogenicidad de estas cepas. 
 
Estudios más recientes sobre la genética bacteriana mostraron análisis 
realizados para analizar a través del tiempo, métodos moleculares para la 
detección los genes de hemolisina termolábil (TLH), termoestable hemolisina 
directa (TDH), y hemolisina relacionada con tdh (trh) como indicadores de V. 
parahaemolyticus y el vvhA gen hemolisina para V. vulnificus. Los 
parámetros ambientales como los Solidos Suspendidos Totales (SST) y las 
partículas en suspensión son fuertes predictores de V. parahaemolyticus 
totales y potencialmente patógenos y V. Vulnificus Otros predictores incluyen 
clorofila-a, salinidad, y el carbono orgánico disuelto. Para los sitios 
ecológicamente únicos incluidos en el estudio, SST se confirmó como un 
predictor eficaz de variación anual en abundancia Vibrio, con otros 
parámetros que explican una porción de la variación no atribuible a SST. 
(Johnson et. al, 2012). 
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2.4.10 Herramientas moleculares: DGGE. 
 
Debido a la difícil recuperación en medios sólidos de bacterias del género 
Vibrio patógenos, se ha trabajado en la estrategia de aislar genes 
conservados ante esta patogenicidad, Es así que trabajos de utilización del 
gen rRNA 16S ha demostrado ser uno de las más útiles estrategias de 
detección, que ha permitido establecer relaciones filogenéticas y de 
identificación de género y de ciertas especies bacterianas. Se ha utilizado 
también para distinguir y caracterizar poblaciones específicas de 
comunidades microbianas (Soto, 2015; Moreno, 2002). Los estudios se han 
basado en un consenso general que en microorganismos que contienen más 
de un operón de genes ribosomales, los genes rRNA 16S son idénticos o 
cercanamente idénticos. 
 
Han et al. (2015), determinaron que mediante la utilización de plásmidos 
construidos con especificidad del gen de virulencia del V. Parahaemolyticus 
pudieron determinar la detección de esta cepa bacteriana aún en bajas 
concentraciones en agua, y animales infectados con el EMS (Lightner et al., 
2012; Tran, 2013; Soto et al, 2015). 
 
Más allá de las pruebas microbiológicas para identificación bacteriana, 
existen una serie de técnicas moleculares para la identificación taxonómica 
de flora microbiana y determinar la diversidad genética. (Zhi et al., 2008), 
indican que para realizar esta identificación bacteriana en medios naturales 
emplearon métodos simples, rápidos y confiables para monitorear la 
variabilidad de las comunidades microbianas en los estanques de cultivo de 
camarón blanco, donde las concentraciones de nutrientes y diversidad de 
especies del fito y zooplantónicas permitieron establecer una correlación con 
parámetros como cantidad de clorofila obteniendo biomarcadores 
taxonómicos” (Aguirre, 2013). 
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Herramientas moleculares como el “análisis de electroforesis en gel de 
gradiente desnaturalizante (DGGE) fue específica para determinar perfiles 
moleculares de comunidades microbianas de fragmentos del 16S rDNA para 
el Dominio Bacteria en muestras de aguas y sedimentos (Araya, 2008; 
Bórbor 2005; Tomalá, 2011). 
 
Mediante análisis de DGGE, se ha podido investigar angiospermas en 
plantas marinas, siendo los análisis más estudiados en plantas terrestres, los 
resultados de este estudio proporcionaron un paso pionero hacia la 
caracterización de la comunidad bacteriana endófitos asociados esos tejidos 
revelaron la presencia de endófitos bacterianos que diferían entre los lugares 
y tipos de tejidos y estaciones se detectaron un total de 34 unidades 
taxonómicas funcionales. (Garcias-Bonet et al., 2012). Este trabajo de 
filogenia permitió mediantes el uso de BLAST comparándolo con secuencias 
universales de bacterias conocida y determinaron a que taxón 
pertenece.(Covacevich, 2012). 
 
Koizumi (2003), Lai et al. (2006), Vezzulli et al. (2010), Ling (2011) y Sigler et 
al. (2004), mediante análisis por DGGE encontraron mediante similitud y 
análisis de conglomerados que la distribución y composición de la 
comunidad bacteriana en una bahía de China reportaron, un total de 31 
bandas promedios en el área de transición afectadas por las masa de agua 
de la corriente de Kuroshio, determinaron que parámetros abióticos como la 
temperatura, la salinidad y la concentración de nitrato representaron una 
cantidad significativa de la variabilidad en la composición de la comunidad 
bacteriana (P = 0,004, P = 0,014 y P = 0,038, respectivamente, P <0,05). 
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2.5 Marco Conceptual. 
 
 
2.5.1 Glosario. 
 
Ácido desoxirribonucleico: Estructura tipo helicoidal de doble cadena 
compuesta de un anillo de desoxirribosa, una base nitrogenada y un grupo 
fosfato. Constituye el material genético de todo tipo de células y virus de 
DNA, y tiene como función transmitir la información genética de una 
generación a otra. 
 
Ácido nucleico: Biomoléculas formadas por macropolímeros de 
nucleótidos, o polinucleótidos. Está presente en todas las células y 
constituye la base de la herencia que se transmite de una a otra generación. 
Existen dos tipos, el ácido desoxirribonucleico (DNA) y el ácido ribonucléico 
(RNA). 
 
ADN polimerasa: Proteína enzimática capaz de sintetizar nuevas cadenas 
de ADN a partir de un ADN molde: su estructura es de doble hélice, unidos 
por complementariedad entre sus nucleótidos, compuesta por un azúcar 
desoxiribosa molécula fundamental en la transmisión de los genes. 
 
Axénicos: Que no se encuentra contaminado por asociación con otros 
cultivos vivos. Son usados de referencia como cultivos puros libres 
completamente de la presencia de otros microorganismos. 
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Bacteria: Organismo unicelular, microscópico, con gránulos de cromatina 
dispersos en el protoplasma y provistos a veces de flagelos o cilios mediante 
los cuales se mueve en un medio líquido. Muchas de sus especies viven  en 
las aguas, dulces o marinas; abundan en sustancias orgánicas, en el 
sedimento y en materias orgánicas en putrefacción; otras son parásitas. 
 
Clorofila: Pigmento característico de las algas, parámetro de medición. 
 
Carbono: Elemento principal que sirve de energía para las bacterias. 
 
DBO: Determinación de oxígeno consumido por degradación de materia 
orgánica. 
 
DQO: Cantidad de sustancias con tendencias a ser oxidadas por procesos 
químicos disueltas en un cuerpo de agua. 
 
Electroforesis: Método de separación de moléculas grandes (tales como 
fragmentos de DNA o proteínas) a partir de una mezcla de moléculas 
similares. Campo electro magnético donde cada tipo de molécula viaja a 
través del medio a una tasa diferente, dependiendo de su carga eléctrica y 
del permitiendo la separación en bandas. Los geles comúnmente son los de 
agarosa y de acrilamida en proteínas y ácidos nucleicos. 
 
Efluente: Descargas de aguas en el interior de los laboratorios de larvas. 
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Iniciadores: Fragmentos cortos de ácidos nucleicos complementarios de 
ADN que permite la hibridación, a la copia de la hebra complementaria del 
DNA que se desea amplificar por PCR. 
 
Kilobase (Kb): Unidad empleada para medir la longitud de los fragmentos 
de DNA constituidos por una serie de bases. 1 Kb = 1.000 bases. 
 
Factores ambientales: Grupo de componentes del medio natural donde se 
desarrolla la vida en diferentes ecosistemas. Sus principales componentes 
están los factores bióticos y factores abióticos. 
 
Factores abióticos: Todo lo relacionado a lo inanimado o en ausencia de 
vida; incluyen temperatura, humedad, pH y otros factores físicos y químicos. 
 
Genoma: Es el contenido entero del DNA presente en las células de un 
organismos, que codifica para los genes según sus características 
heredables. 
 
Huella genética: Código de identidad de un individuo que determina la 
secuencia de su genoma. 
 
PCR: Es un método revolucionario de amplificación exponencial del DNA por 
la intervención de una enzima termoestable, la Taq polimerasa, inventado 
por el americano Kary Mullis en 1985 por lo que se le concedió en 1993 el 
premio Nobel. Significa Reacción en cadena de la polimerasa: técnica de 
análisis del genoma mediante la amplificación de porciones específicas del 
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DNA, aunque sean minúsculas. Es el proceso fundamental para la 
secuenciación del Proyecto Genoma Humano. 
 
Procariota: Organismo unicelular cuyas células poseen un núcleo primitivo. 
Son organismos procariotas las bacterias (dominio Bacteria) y los 
organismos del dominio Arquea. 
 
16sRNA: Parte conservada del genoma bacteriano. 
DGGE: Electroforesis en geles de gradiente desnaturalizante. Método para 
separar fragmentos de ADN según su movilidad en condiciones cada vez 
más desnaturalizantes (generalmente, por concentración creciente de 
formamida o de úrea). 
 
Marcador: Una localización física identificable sobre un cromosoma (p. e. 
sitios de corte de enzimas de restricción, genes) cuya herencia puede 
seguirse. Los marcadores pueden expresarse en regiones de DNA (genes) o 
en algunos segmentos de DNA sin una función conocida codificable, pero 
cuyo patrón de herencia puede determinarse. 
 
Nucleótido: Molécula compuesta por una base nitrogenada, un azúcar y un 
grupo de tipo fosfato. Los nucleótidos son los componentes elementales de 
los ácidos nucleicos. 
 
Oligonucleótido: Segmento corto de ADN sintetizado artificialmente. Par de 
bases: Las dos bases de nucleótidos que están situadas en diferente cadena 
de una molécula de ácido nucleico y que se mantienen unidas por enlaces 
de hidrógeno. Las bases pueden emparejarse de dos maneras: adenina con 
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timina (en el ADN) o con uracilo (en el ARN), y guanina con citosina (en ADN 
y ARN). 
 
Vibrio: Género bacteriano perteneciente a la familia Vibrionacea, 
relacionada con mortalidades en cultivos acuáticos. 
 
 
2.6 Hipótesis y Variables. 
 
 
2.6.1 Hipótesis General. 
 
La variabilidad bacteriana de los afluentes y .efluentes de la zona de Mar 
Bravo han sido modificadas por los sistemas de cultivos empleados en los 
laboratorios de larvas de camarón. 
- Ho: existe variación entre las variaciones bacterianas de los afluentes 
y efluentes de la zona de laboratorios de Mar bravo. 
- H1: No Existe variación entre las variaciones bacterianas de los 
afluentes y efluentes de la zona de laboratorios de Mar Bravo. 
 
2.6.2 Hipótesis Específicas. 
 
1. La estructura, cuantificación y variabilidad de las comunidades 
bacterianas difieren entre los afluentes y efluentes de los laboratorios 
de larvas de la zona de Mar Bravo. 
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2. Existe una diferencia significativa de los perfiles moleculares de las 
bacterias asociados a los afluentes y efluentes de la zona de Mar 
Bravo, con el manejo de los laboratorios de larvas. 
3. Hay diferencias significativas en la presencia de genes patógenos de 
regiones bacterianas vibrionaceas conservadas en bacterias aisladas 
de afluentes y efluentes de laboratorios de larvas. 
4. Los parámetros químicos de los afluentes y efluentes de los 
laboratorios de larvas de la zona de Mar Bravo influencian la 
variabilidad bacteriana. 
5. Existe variación en la resistencia o sensibilidad de las bacterias de 
afluentes y efluentes de la zona de Mar Bravo 
 
 
2.7 Identificación de Variables. 
 
 
2.7.1 Variable Dependiente. 
 
Las variables dependientes que van a ayudar a la determinación de la 
variabilidad bacteriana en los cuerpos de agua de la zona de estudios son 
las cuantificaciones de las Bacterias en unidades formadoras de colonias por 
ml (ufc/ml.) de agua, tanto de afluentes y efluentes de la playa de Mar Bravo. 
Las bacterias se manejaron como una variable de clasificación dependiente 
con carácter cuantitativo medido en cantidad como se indica anteriormente, 
de escala de medida de intervalo, considerada como una variable discreta, 
donde por metodologías microbiológicas y de biología molecular se podrán 
cuantificar el número de colonias por muestras analizadas así como el 
número de bandas correspondientes a su perfil de ADN. 
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2.7.2 Variable Independiente. 
 
La clorofila, carbono, DBO y DQO medido de los afluentes y efluentes de 
agua de la zona de estudio, fueron consideradas como variables 
independientes, cuantitativas, continúas de intervalo. Estas variables 
dependieron de factores intervinientes como las estaciones climáticas de las 
dos estaciones tanto, seca como lluviosa, las descargas de los efluentes de 
los laboratorios de larvas, afectaron a las variables dependiente, tema de 
interés de este trabajo. Estas variables fueron medidas con equipos 
especiales indicando valores de grados centígrados y miligramos por litro 
respectivamente según se presentaron las variables. 
 
Estas mediciones en correlación con la variable dependiente permitieron 
determinar si en realidad existe una interacción entre estas y la dinámica 
bacteriana de la zona, responsable de mortalidades en los sistemas 
larvarios, organismos silvestres y futuras contaminaciones de los humanos 
que empleen esas aguas. 
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2.8 Operacionalización de las Variables. 
 
 
Se realizaron mediciones in situ, de cinco laboratorios de la zona de Mar 
bravo, considerando puntos de muestreos de descargas, de efluentes cerca 
a los laboratorios y otra zona alejada tomando muestras compuestas. Con 
esto se buscó determinar la cuantificación de los géneros bacterianos tipo 
Vibrios, por el agar empleado TCBS y de bacterias universales con agar 
TSA. Su identificación dependió de la resistencia que presentaron las 
bacterias frente a los diferentes discos de sensibilidad de antibióticos que se 
enfrente, esto después se empleó para determinar el perfil molecular de las 
bacterias seleccionadas. Las mediciones de las condiciones ambientales 
fueron realizadas para determinar en los sitios anteriormente mencionados y 
su estacionalidad climática. Parámetros químicos como clorofila, DBO, DQO 
y carbono, también fueron analizados. Con estas variables se realizó la 
matriz de consistencia, donde se indican las bacterias y sus posibles 
correlaciones con las variables independientes, con este hecho se cumplió 
con los objetivos propuestos en el estudio para determinar la variabilidad 
bacteriana (ver Cuadro 1). 
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Fuente. Elaboración propia. 
  
Cuadro 1.- Operacionalización de las variables del estudio. 
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CAPÍTULO 3: METODOLOGÍA 
 
 
 
3.1 Tipo y Diseño de Investigación 
 
 
Esta investigación es de tipo aplicada con un enfoque cuantitativo. El diseño 
fue exploratoria, porque se debieron realizar mediciones del antes y el 
después del arranque de la experimentación, debido a que los datos que se 
generaron fueron levantados por el investigador con control y 
responsabilidad de los mismos. 
 
Según el número de ocasiones en que se midió la variable de estudio, el 
diseño fue transversal, ya que las mediciones fueron realizadas en varias 
ocasiones, considerándose un muestreo del antes y del después, con 
muestras relacionadas que dieron como resultado la contribución del trabajo 
de investigación. Las mediciones respondieron a un diseño experimental que 
indicó la frecuencia, sitios de muestreos, épocas del año, así como las 
variables a muestrear, donde todas las medidas se relacionaron, donde el 
investigador tuvo control sobre el sesgo de investigación. 
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Fue un estudio de nivel relacional, de estadística bivariada y de 
correlaciones entre variables, de Nivel Explicativo ya que explicó el 
comportamiento de una variable estudio de causa y efecto, esto nos permitió 
ver las   correlaciones   entre   las   variable   dependientes   e   
independientes. La correlación de la variable principal, variabilidad 
bacteriana con las variables independientes de la producción larvaria 
expresada en supervivencia y densidad de larvas expresada en base a su 
volumen final operativa, implicó su comparación de parámetros químicos de 
las muestras de aguas de los afluentes y efluentes de la zona de estudio, lo 
que permitió determinar si en realidad la causalidad de los resultados es 
debido a la inter acción de una variable sobre otra. 
 
 
3.2 Unidad de análisis. 
 
 
Se escogió como unidad de análisis la zona de laboratorios de larvas de la 
playa de Mar Bravo, lugar donde se asientan la mayor cantidad de 
laboratorios más importantes de larvas de camarón para toda la industria 
ecuatoriana e internacional. En este sector de la industria ecuatoriana se 
produjeron larvas para países como Panamá, Perú, México, Venezuela, 
Honduras, Nicaragua y Arabia Saudita con un total de 2.830 millones de post 
larvas, siendo esta zona de estudio el soporte productivo de semillas de 
larvas de camarón en el Ecuador.  
 
Esta zona sufrió grandes pérdidas por mortalidades, provocadas 
principalmente por bacterias del género Vibrios, que llevó a creer que los 
manejos ineficientes, condiciones ambientales adversas y la falta de 
capacidad de producción y que afectó en repetidas ocasiones a la industria 
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ocasionando un desabastecimiento de semilla fue lo que desestabilizó las 
proyecciones productivas del sector. 
  
 
3.3 Población de estudio. 
 
 
La playa de Mar Bravo se encuentra en la Provincia de Santa Elena, a tres 
minutos del centro de Salinas y 163 kilómetros de Guayaquil. La playa tiene 
una extensión aproximada de 17 km de largo, sus aguas son de fuerte 
oleaje, lo cual es difícil para la natación, pero acordes con la práctica del 
surf. Su ubicación: Latitud 2°11'31.22"S, Longitud 81°00'15.16"O. 
 
La población de estudio serán 5 laboratorios de la zona de Mar Bravo, 
identificados en los puntos marcados en la figura 1, siendo las descargas 
como D3, D4, D5, D6 y D7, los cuales a su vez, poseen puntos de descarga 
de aguas tratadas en la parte posterior a sus instalaciones (T3, T4, T5, T6 y 
T7 respectivamente). En la zona marino-costera, frente a cada laboratorio, 
se establecieron puntos de muestreos, de esta manera la zona de playa 
presenta los siguientes puntos: P3, P4, P5, P6 y P7; por el contrario, en el 
mar hay 7 puntos de muestreos, de los cuales M1 y M2, corresponden a los 
controles negativos y M3, M4, M5, M6 y M7 las estaciones en el mar frente a 
cada laboratorio, respectivamente, como se muestra en el cuadro 2. 
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Cuadro 2.- Distribución de las estaciones según la zona de muestreo. 
Zona de muestreos 
Control (Mar) Mar Playa Descarga Tratada 
M1 M3 P3 D3 T3 
M2 M4 P4 D4 T4 
--- M5 P5 D5 T5 
--- M6 P6 D6 T6 
--- M7 P7 D7 T7 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Figura 1.- Distribución de las estaciones en la zona de estudio, Mar 
Bravo Ecuador. 
Fuente. Elaboración propia. 
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El cuadro 3, a continuación, detalla la ubicación de las muestras tomadas en 
el mar y en cada laboratorio, indicado como descarga. Cabe señalar que los 
sitios de descarga tratada y las muestras tomadas en playa no son distantes 
respecto al laboratorio, razón por la cual sólo se tomó la coordenada de 
ubicación en las instalaciones. 
 
 
Cuadro 3.- Coordenadas de ubicación de las estaciones en el mar y 
zonas de descargas de los laboratorios. 
Zona Estación Latitud Longitud 
Control Negativo 
(Mar) 
M1 2°12´27.58” S 80°58´15.34” O 
M2 2°12´44.72” S 85°58´16.00” O 
 
 
Mar 
M3 2°13´01.00” S 80°57´22.00” O 
M4 2°13´50.31” S 80°57´47.52” O 
M5 2°14´24.74” S 80°55´38.06” O 
M6 2°14´25.39” S 80°55´33.07” O 
M7 2°14´26.87” S 80°55´33.59” O 
 
 
Descarga 
D3 2°16'5.00" S 80°55'42.34" O 
D4 2°15'50.77" S 80°55'54.53" O 
D5 2°15'36.81" S 80°56'07.80" O 
D6 2°15'23.80" S 80°56'21.26" O 
D7 2°15'9.95" S 80°56'34.41" O 
 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
El trabajo se realizó con apoyo logístico de los laboratorios anteriormente 
indicados dentro del estudio, como una perspectiva estratégica de alerta 
para el sector, ante la mortalidad temprana causadas por el síndrome EMS 
que viene impactando al sector camaronero a nivel mundial, donde reportó 
mortalidades masivas por presencia del Vibrio parahaemolyticus. 
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Los lineamientos sirvieron como una alerta de bioseguridad y manejo que 
ayudó a disminuir el impacto causado por bacterias vibrionaceas, así como 
una información de la línea base de los controles ambientales a nivel país. 
 
 
3.4 Tamaño de muestra. 
 
 
Se tomaron muestras de cinco laboratorios de la zona, según levantamiento 
de información de producción de cada establecimiento, indicaron las 
diferencias en metodologías de trabajos, su densidad de trabajo, volumen 
operativo de agua en cinco puntos en el mar impactado por los laboratorios y 
2 puntos en sitios considerados como controles negativos, que no tuvieron 
influencia directa por las descargas de los laboratorios en esa zona. 
 
Los muestreos se efectuaron en periodos mensuales, tomando como 
referencia la más baja marea y las más altas mareas durante el mes, 
denominadas como sicigia y cuadratura coincidiendo con el posicionamiento 
de los astros y las mareas en las que los laboratorios realizan el ingreso de 
agua a sus sistemas operativos. 
 
Se colectaron las muestras de agua según protocolo de muestreo, usando 
tres réplicas en las entradas y salidas de cada laboratorio. Las muestras 
para análisis microbiológicos fueron tomadas en recipientes de 250 ml. 
esterilizados, las muestras de agua en la zona de playa fueron a 10 metros 
de la playa y a 200 metros, de distancia con respecto a la orilla, a 50 cm y 2 
metros de profundidad respectivamente. 
 
Las muestras se tomaron por triplicado seguidamente se almacenaron en 
una caja térmica para ser transportadas al laboratorio. 
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Figura 2.- Diagrama del diseño de muestreo de la investigación. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
Las muestras para análisis de clorofila se aislaron de la luz y fueron llevadas 
al laboratorio hasta su posterior análisis así mismo las muestras para 
extracción de ADN. Los demás parámetros, físicos y químicos, fueron 
analizados en simultaneo. En la figura 2, se muestra el diagrama de análisis 
de las muestras para esta investigación. 
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3.5 Selección de muestra. 
 
 
Un esquema en el cuadro inferior donde detalla la selección de las muestras, 
así como la secuencia que se realizaron en el desarrollo de esta proyecto de 
tesis Doctoral. Las muestras fueron relacionadas en base a las variables del 
gran problema, las mismas que proporcionaron los diferentes datos que 
permitieron mediante análisis estadísticos determinar si existió o no 
interrelación en la solución de la variabilidad bacteriana de los afluentes y 
efluentes de los cuerpos de agua de la zona de Mar Bravo. 
 
Los muestreos se realizaron en sicigia y cuadratura en la época seca en la 
época lluviosa, los puntos seleccionados en los afluentes (mar) fueron 5 
puntos referenciales de acuerdo al movimiento de la corriente litoral, los 
mismos que se trabajaron por triplicado y en dos distancias de 10 y 200 
metros en paralelo a la playa. Se incluyó dentro del diseño de estudio dos 
puntos fuera de la influencia de las descargas de los laboratorios 
considerados como M1, M2, los que fueron considerados como control 
negativo. De los cinco laboratorios seleccionados se hizo un levantamiento 
de información tomando en consideración, el tamaño de su infraestructura, la 
demanda de sus larvas por el sector, así como los manejos que efectúan. Se 
categorizaron además para los estudios de correlación de variables 
bacterianas y producción de manejos, se tomó una sola muestra compuesta 
de la descarga por triplicado en sicigia y cuadratura en las dos estaciones 
del año (ver Cuadro 4). 
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Cuadro 4.- Cronograma de análisis a realizar durante la Investigación. 
Población Provincia de Santa Elena Zona de mar Bravo. 
 
Alcance 
 
Mar Bravo 
Zona de laboratorios de 
larvas de camarón. 
Tiempo 
duración del 
estudio 
Época seca 1 mes Nov 2015 
Época lluviosa 1 mes Marzo 2016 
 
Elementos a 
medir 
 
Afluentes agua del mar 
10,200,mts 
5 puntos x triplicado x alta 
marea x baja marea x 2 
meses X 2 = 120 muestras 
 
Tamaño de la 
muestra 
 
Afluentes control negativo 
10,80, mts. 
2 puntos x triplicado x alta 
marea x baja marea x 2 
meses X 2 = 72 muestras 
 
Tamaño de la 
muestra 
 
Efluentes descargas 
dentro del laboratorio 
5 lab. x triplicado x 1 punto x 
alta marea x baja marea x 2 
estaciones x 3 = 180 
 
TOTAL DE MUESTRAS 
MICROBIOLÓGICAS 
 
432 .PCR 196, CARBONO Y 
CLOROFILA  528, DBO,DQO, 48 
 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
3.6 Técnicas de recolección de Datos. 
 
 
La recolección de los datos fue sistemática, mediante la utilización de una 
encuesta que se realizó a los laboratorios de la zona de Mar Bravo, donde 
se incluyó datos de importancia que reflejaron el manejo de cada laboratorio, 
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como capacidad y densidad de siembra, alimentación, productos aplicados, 
épocas del año que trabajan, supervivencias etc. Esto permitió seleccionar a 
los laboratorios, que por densidad de siembra y volúmenes de aguas 
descargadas a los afluentes naturales y pudieron tener un mayor impacto en 
la variabilidad bacteriana. Este levante de información fue realizada de 
manera personalizada tanto con el personal técnico, como con el 
administrativo para tener una información real. 
 
Con los datos obtenidos se seleccionaron los cinco laboratorios donde se 
nombraron a las aguas de sus descargas consideradas como D y las aguas 
tratadas, aguas que son descartadas fuera del laboratorio consideradas 
como T. Los sitios en el mar fueron tomados de manera perpendicular en 
relación a la ubicación de los laboratorios. 
 
Según se mostró en el cuadro 4 anterior, se realizaron los muestreos por 
mes, abarcando la época seca y en la época lluviosa, considerando la más 
baja marea y la más alta marea de la zona para cada sistema muestreado 
para este trabajo la categorización de afluentes, fue otorgada al mar, debido 
a que los laboratorios toman las aguas de él, para ingresarlas a los sistemas 
productivos y de efluentes, a todas las aguas que descargan de los tanques 
de cultivos, así como las aguas que salen de las instalaciones de los 
laboratorios. 
 
La rotulación de las muestras según el sitio fue categorizada de la siguiente 
manera: 
 
Afluentes  Mar (M) y playa (P) 
Playa: siendo las muestras P1, P2, P3, P4, P5 y P6. 
Mar: M1, M2 (Controles), M3, M4, M5, M6 y M7. 
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Efluente  aguas descargadas de tanques de cultivos (D) y aguas 
eliminadas fuera de los laboratorios (T). 
Descargas: aguas descargadas dentro de los laboratorios D3, D4, D5, D6 y 
D7. 
Tratadas: aguas tratadas enviadas fuera de los laboratorios. T3, T4, T5, T6 y 
T7. 
 
La ubicación de los puntos tanto en mar, como en continente se muestra en 
la figura 1. Las muestras fueron tomadas por triplicado para cada punto para 
los análisis de clorofila, carbono, DBO, DQO, microbiología en agar TCBS y 
en agar TSA. 
 
Las muestras fueron estratificadas en cada punto de muestreo, según el 
siguiente procedimiento: 
Agua: 
 
- Las muestras se tomaron a media columna de agua, utilizando 
botellas plásticas esterilizadas estériles; posteriormente, 
- Se almacenó en una hielera, hasta su transporte al laboratorio. 
  
 
3.7 Análisis Microbiológicos 
 
 
Una vez tomadas las muestras y llevadas a temperatura ambiente, fueron 
analizadas empleando medios de cultivos específicos bacterianos como 
agares específicos y universales, Agar TCBS (Thiosulfato Citrato de Bilis 
Sacarosa) marca (DIFCOTM) para el crecimiento de Vibrios; y el agar 
Triptona de Soya DIFCOTM) para crecimiento de bacterias marinas totales. 
60 
 
3.7.1 Técnica de dilución y siembra de superficie de placa y unidades 
formadoras de colonias. 
 
Se empleó la cámara de flujo laminar (Air Tech Japan, Ltd. Mod. BCM-
1002W), empleando la metodología estándar. Los análisis y siembras de las 
muestras se realizarán siguiendo la metodología tradicional según lo 
indicado en el método estándar, empleando diluciones sucesivas y seriadas 
en una relación 1:10, con inclusión de agar al 2% para agar selectivo TCBS, 
y al 5% (v/v) para TSA, efectuando el conteo total de Unidades Formadoras 
de Colonias, UFC/ml. 
 
La siembra de las muestras fue realizada por la metodología de siembra en 
profundidad empleando un mililitro por cada dilución trabajada. 
 
Las muestras fueron trabajadas en las diluciones para obtener colonias 
puras de cuantificación bajo el estándar de 30 a 300 colonias por placa 
siguiendo metodología según (2000), Moreno (2002), y B.A.M. (1998). 
 
Posteriormente las placas fueron selladas y cerrados en sus bordes con 
parafilm, e incubadas en posición invertida a 37 ºC por 24 horas, para su 
posterior cuantificación, identificación, aislamiento y congelación. 
 
3.7.2 Aislamiento de Bacterias: 
 
Posterior a la cuantificación bacteriana se realizó una selección de acuerdo a 
las características macroscópicas de las cepas bacterianas obtenidas, previa 
selección se procede a su su purificación, mediante procesos de aislamiento 
por agotamiento en un agar universal. El medio empleado fue agar TSA, con 
la punta de un asa de platino, se procedió a tocar sobre la colonia y retirar 
una pequeña cantidad para luego ser sembrada en el medio sólido por el 
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método de rayado por agotamiento de estrías. (Solis, 1996; B.A.M.,  2012; 
Aliagar et al., 2010). 
 
3.7.2.1 TCBS (DIFCO). 
 
Es un medio selectivo para Vibrios, no debe ser esterilizado en el autoclave, 
por lo tanto, es importante trabajar con materiales completamente 
esterilizados. 
 
3.7.2.2 TSA (DIFCO TM). 
 
Es un medio general que permite el crecimiento de distintas especies 
bacterianas y es recomendado para el aislamiento y purificación de bacterias 
antes de realizar pruebas de identificación bioquímica. 
 
3.7.2.3 Crio preservación bacteriana. 
 
La criopreservación de las bacterias se realizó empleando el medio nutritivo 
TSB con glicerol al 10 % como crioprotector de las bacterias, se realizó una 
suspensión bacteriana con las cepas puras colocadas en tubos eppendorf 
para ser guardadas en cajas en un congelador -80 C. 
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3.8 Identificación Bioquímica 
 
 
3.8.1 Características de selección de cepas 
 
El criterio de selección empelado para la selección de las cepas viables 
obtenidas de las siembras en los dos agares, tanto para las pruebas de 
sensibilidad frente a antibióticos, para las identificaciones bioquímicas y 
posterior extracción de ADN, fueron seleccionadas según los siguientes 
criterios de selección: Colonias positivas en agar TCBS, tanto amarillas 
como verdes, Vibrios luminiscentes de ambos colores, colonias verdes, que 
presenten conteos bajos y conteos altos o que indiquen baja diversidad. En 
el agar TSA se tomaron en consideración las bacterias que se repitieron por 
sus características morfológicas. 
 
3.8.2 Pruebas morfológicas 
 
3.8.2.1 Motilidad y Forma 
 
Se colocó una gota pequeña de la suspensión bacteriana en una laminilla 
excavada de Koch, se cubrió para su observación al microscopio (100X) con 
el objetivo de inmersión, observándose la motilidad y forma. 
 
3.8.3 Reacciones de las pruebas bioquímicas 
 
Las pruebas de identificación bioquímica fueron realizadas siguiendo la 
metodología miniaturizadas de Solís, 1996, partiendo de cepas bacterianas 
aisladas en agar TSA verificando que no estén contaminadas. Las pruebas 
empleadas fueron las siguientes: 
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3.8.4 Catalasa. 
 
Con un asa de platino se toma un inóculo bacteriano y se lo pone en 
contacto con una gota de peróxido de hidrógeno (H2O2), si se producen 
burbujas la prueba es positiva. 
3.8.5 Oxidasa. 
 
Empleando un asa de platino, se toma un inóculo bacteriano y se lo frota 
sobre un papel que contiene el reactivo (cytochrome-oxidase reagent 
"Nissiui", Yaku Code 05 180), previamente humedecido con agua destilada. 
El desarrollo da un color violeta al instante o dentro de un minuto significa un 
resultado positivo. 
 
3.8.6 Crecimiento a 10% de Cloruro de Sodio. 
 
Inocular un tubo conteniendo 5 ml del medio NB (BACTO) con la suspensión 
de la bacteria pura sin contaminación e incubar a 28 ºC hasta 4 días, si el 
medio se torna turbio la prueba es positiva, si permanece igual es negativa 
 
3.8.7 Tipo de metabolismos. 
 
Inocular dos tubos con 5 ml del medio Basal 0-F (BACTOm) suplementado 
con 1% del carbohidrato D(+) Glucosa (SIGMA@) para probar cada 
organismo. Cubrir uno de los tubos con 1 ml de aceite mineral. Colocarlos en 
la incubadora, a 28 0C por 24 horas o más. La formación de ácido (amarillo) 
solo en el tubo abierto indica utilización oxidativa de la glucosa. La formación 
de ácido en ambos tubos indica una reacción fermentativa. Si no se produce 
ninguna reacción ácida, significa que la bacteria no utiliza la glucosa por 
ningún método. 
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3.8.8 Producción de Indol. 
 
Inocular un tubo con 5 ml de triptona, al 1 % estéril con la bacteria e 
incubarlo a 28 ºC por 24 horas o más, hasta observar crecimiento. Adicionar 
0.5 ml del reactivo de Kovac, agitándolo suavemente. Si se desarrolla un 
color rojo fuerte en la capa de la superficie inmediatamente o después de 
unos pocos minutos, el resultado es positivo. 
 
3.8.9 Reactivo Kovac. 
 
Disolver 5 g de P.-dimetilaminobenzaldehido en 75 ml de alcohol amílico, 
agregar lentamente 25 ml de ácido clorhídrico concentrado. Agregar unas 
gotas al tubo con la suspensión bacteriana y esperar para su lectura. 
 
3.8.10 Reactivo Vogues – Proskauer. 
 
Inocular un tubo con 5 ml del caldo MR-VP (BAcTOB), con la bacteria a 
identificar, incubarlo a 28 ºC por 24 horas o más, hasta observar crecimiento. 
A 1 ml del medio incubado adicionar 0.6 ml de la solución 1 (alfa naftol al 5% 
en etanol absoluto) y 0.2 ml de la solución 2 (solución de hidróxido de 
potasio al 40%), agitar bien después de haber añadido cada solución. El 
desarrollo de un color rojo indica que la prueba es positiva. Reacciones 
positivas ocurren inmediatamente o después de 5 minutos de haber añadido 
el segundo reactivo, es preferible leer 10 resultados después de 4 horas. 
 
3.8.11 Citrato de Simmons. 
 
Sembrar la bacteria en un tubo con 5 ml. del medio citrato de Simmons 
(BACTOB) en la superficie del agar inclinado con un asa en punta, incubar a 
28ºC por 24 a 48 horas o hasta 4 días en condiciones aerobias. Una 
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reacción positiva es indicada por el desarrollo con un color azul intenso. 
Reacción negativa si no hay cambio de color (el medio permanece verde 
oscuro). 
 
3.8.12 Ornitina Descarboxilasa y Arginina Dihidrolasa. 
 
Inocular 5 ml del medio "Decarboxilase base Moeller" (BACTOB) 
suplementado con el 1% del aminoácido correspondiente: L - Arginine 
monohydrochloride y L. Ornithine hydrochloride. Cubrir los tubos con 1 ml de 
aceite mineral estéril e incubarlos a 28 ºC por 24 a 96 horas. La reacción 
resultante producirá alcalinización (púrpura o violeta) para las bacterias que 
producen descarboxilasa y un pH ácido (amarillo) para las bacterias que no 
producen descarboxilasa. El color de los tubos positivos puede variar en 
tonos fuertes y suaves debido a una destrucción parcial del indicador por 
parte de algunas bacterias. Los tubos negativos siempre tendrán un amarillo 
definido. 
 
3.8.13 Asimilación de Carbohidratos. 
 
Preparar tubos que contengan individualmente 5 ml del medio basal 0-F con 
los diferentes tipos de carbohidratos a utilizarse al 1%: L(+) Arabinose 
(SIGMA@), D(+)Cellobiose (SIGMA@), D(+) Mannose (OR@ Mallinckrodt), 
Mannit01 (J.T. Baker@),Sucrose (J.T. Baker@), Glucuronic acid lactone 
(SIGMA@), D-Gluconic acid lactone (SIGMA@), D(+) Galactose (SIGMA@). 
Inocular los tubos con la suspensión bacteriana y luego incubarlos a 28 ºC 
hasta 4 días. Observar la reacción diariamente, si se produce un cambio de 
color a amarillo indica que la bacteria ha oxidado el carbohidrato que 
contiene el medio. 
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3.9 Tinción de Gram 
 
Se basó en este método de reacciones químicas aplicadas a cada cepa, 
siendo las Gram- rosadas y Gram+ las de color moradas (Santambrosio, 
2009). 
Tomar un inóculo de bacteria y colocarlo en una placa portaobjeto que 
contenga una gota de agua destilada o agua de mar estéril, según el origen 
de la bacteria. Mezclándolo bien y dejándolo secar al aire libre, pasar 
después la placa sobre una flama hasta que la muestra quede fijada. Cada 
exposición a la flama no debe ser mayor a 2 segundos. 
 
Una vez fijada la muestra, cubrir el frotis con "Gram Cristal Violeta" 
(BACTom)) por un minuto, enjuagar con chorro fino de agua, cubrir el frotis 
con "Gram iodine mordant" (BACTO@) por un minuto y enjuagarlo con 
chorro fino de agua. El siguiente coloración azul, enjuagar suavemente y 
cubrir el frotis con "Gram safranina" (BACTO@) por dos minutos, enjuagar y 
dejar secar. Observar al microscopio usando aceite de inmersión y con el 
objetivo de 100 X. La coloración azul o violeta indica que la bacteria es Gram 
positiva y si la coloración es rosada, esta es Gram negativa. 
 
 
3.10 Antibiograma. 
 
 
Se basó en el método Kirby-Bauer, 1966; según la medición del halo de 
inhibición y se establece su respuesta como sensible, intermedio o resistente 
citados en Taroco et al. (2006) y García et al. (2000). 
Se realiza una suspensión bacteriana empleando el estándar de 
Marckfarland y se esparce 50 ul de dicha suspensión sobre una caja con 
agar Muller Hinton empleando un hisopo esterilizado, se deja embeber y se 
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colocan los discos de sensibilidad con una pinza esterilizada, para su 
posterior incubación y lectura. 
 
 
3.11 Análisis de electroforesis en gel con gradiente de 
desnaturalización (D.G.G.E.) 
 
 
3.11.1 Sistema de Filtración de las muestras de agua. 
 
Una vez llegado al laboratorio se procedió a filtrar 350 ml de cada una de las 
muestra, sobre filtros de celulosa de 0.45 um (Milipore model HAQG047S3), 
empleando una bomba de vacío IDEX Gast DOA-8704-AA, USA para 
eliminar posibles algas o restos de residuos no bacterianos, se realizó una 
posterior re filtración en un filtro de 0,22 um. Ambos con 0.47 mm de 
diámetro, modelo GSWPO47S0, esta segunda filtración se realizó para 
asegurar que se fijen solamente bacterias en el filtro que se hará la 
extracción de ADN. Tanto los filtro como todo el sistema de filtración 
Kitasato, fueron esterilizados en autoclave y en luz ultravioleta UV por 30 
minutos. Una vez filtrada la muestra se procedió a retirar la membrana con 
pinzas esterilizadas y posteriormente introducirla en los tubos del kit para la 
extracción y mantenidos a -20 C para continuar el proceso (ver Figura 3). 
A continuación las bacterias colectadas en las membranas se 
resuspendieron por agitación por vórtex, se retiraron los filtros de los 
sistemas de filtración, y se prosiguió con la extracción del ADN genómico. 
ANEXO. Foto sistema de filtración. 
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3.11.2 Extracción de ADN en las muestras de agua para DGGE y 
amplificación de genes de toxinas. 
 
Extracción de ADN para DGGE 
El kit empleado es el “Power Water DNA Isolation Kit MOBIO”, mediante la 
extracción de la membrana que se encontraba en el tubo de la resina ADN 
siguiendo metodologías estándares. 
 
 
 
Figura 3.- Kit de extracción de ADN para muestras ambientales. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
Extracción de ADN genómico para Genes de Toxinas. 
La técnica empleada para la amplificación específica de ADN genómico de 
las bacterias aisladas en agar TSA, siguió la metodologia de CTAB – Fenol 
cloroformo e isopropanol en método según lo describió Brasher (1998), 
empleando las cantidades de productos según se describe en el cuadro 5, 
anexo por cada muestra trabajada. 
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Cuadro 5.- Cantidad de productos empleado en extracción CTAB por 
muestra. 
Producto Cantidad por muestra 
Buffer TE 567 µl 
NaCl 5M 100 ul 
SDS 30 µl 
Proteinasa K 3 µl 
CTAB/NaCl 80 µl 
cloroformo-isoamyl alcohol (700 ul ) 700 ul 
Fenol cloroformo iso amyl 400 ul 
2 propanol  ( 300 ul) 180 ul 
Etanol 70% 400 µl 
 
Fuente. Brasher et al. (1998). 
 
3.11.3 Purificación de ADN. 
 
El ADN obtenido, se purificó por el método descrito por Smit et al. (1997), 
empleando el Sistema de Purificación basado en filtros (Wizard PCR Preps 
DNA Purification System - Promega®), siguiendo las siguientes 
instrucciones del kit. 
 
1. Se le adicionará 500 uL de resina a los tubos estériles de 1,5 ml con 
50 uL de muestra (ADN). 
2. Se agitará de manera vertical por 2 minutos 
3. Se tomará la muestra con una jeringa de 1 ml y se filtró. 
4. Posteriormente se filtrará 2 ml de Isopropanol al 80 % (para lavar el 
DNA). 
5. Se centrifugará el filtro a 12000 rpm por 2 minutos. 
6. Se deja secar el filtro por 5 minutos a temperatura ambiente. 
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7. Los filtros se colocarán en tubos estériles de 1,5 ml y se adicionará 50 
uL de agua destilada estéril doblemente filtrada a 68°C. 
8. Se dejará incubar las muestras por dos minutos para que el agua se 
empape en el filtro. 
9. Finalmente se centrifugará a 12000 rpm por 2 minutos para 
desprender el ADN y recuperarlo en los tubos nuevos. 
 
3.11.4 Cuantificación del ADN Bacteriano. 
 
Una vez purificado se determinó la concentración de ácido nucleico que se 
logró obtener de cada muestra, mediante espectrofotometría, rayo 
ultravioleta a 260 nm. Utilizando para ello un equipo Nanodroms 
Eppendorf®, calibrado con agua destilada estéril doblemente filtrada, 
obteniendo “ratios” a 280 – 230 nm. 
1. La concentración de DNA se estandarizará en 60 ng / uL. 
2. Si las concentraciones son mayores se realizará diluciones. 
3. El DNA  será almacenado  a - 20°C hasta ser utilizadas para la PCR. 
4. Cuando la concentración de DNA de una muestra es baja, el DNA se 
concentra por precipitación. Para ello, se añade NaCl a la muestra 
(concentración final de 0.2 M) y 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío, 
dejándola un mínimo de 12 h a –20°C. Después se centrifugó 10 min 
a 10.000 rpm, y se lavó con etanol frío al 70% y se secó en una estufa 
doblemente filtrada. 
5. La concentración de DNA se estandarizará a 60 ng / uL. 
 
3.11.5 Amplificación de ADN Bacteriano para amplificación DGGE. (PCR 
- 16S RNA). 
 
Se empleó el método descrito por (Schaefer et al., 2001), mediante la 
reacción de PCR complementarios a la región conservada 16s ARN 
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suficiente para diferenciar especies. Los productos de extracción de ADN, 
fueron a amplificados por PCR – SIMPLE usando el iniciadores simples para 
partes variadas de bacterias (ver Cuadro 6). 
Se empleará el método descrito por (Schaefer et al., 2001). 
1. Las muestras de agua, se amplificarán por PCR – DGGE usando los 
iniciadores. 
2. Complementarios de la región conservada 16S RNA, con 30 ciclos 
térmicos. 
3. El volumen final de mezcla por muestra para una amplificación 
mediante PCR fue de 25 µl. (Tabla # 2) Ver anexos. 
4. La amplificación por PCR se realizará en el equipo PTC – 200 MJ 
Research®, las condiciones de amplificación utilizadas se describen a 
continuación en la (tabla # 3) Ver anexos. 
5. La integridad del ADN total se confirmará por electroforesis en geles 
de agarosa. 
 
 
Cuadro 6.- Iniciadores simples para amplificación de ADN bacteriano 
por PCR. 
1378R CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG 
968F5CG CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATCAGA 
 
Fuente. Vetrovsky et al. (2010). 
 
 
El volumen final de mezcla por muestra para una amplificación mediante 
PCR fue de 25 µl. La amplificación por PCR se realizó en el equipo 
Eppendorf A.G. Research®, modelo Nexus GSX1 de Alemania, las 
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condiciones de amplificación utilizadas se describen a continuación (ver 
Cuadro 7). 
 
 
Cuadro 7.- Reactivos para la pre-mezcla de PCR por muestra. 
Reactivo Volumen por muestra 
Agua 8,5 µl 
Green taq 12,5 µl 
Iniciador F 0,5 µl 
Iniciador R 0,5 µl 
ADN 3.0 µl 
Total 25 ul 
 
Fuente. Schaefer et al. (2001). 
 
 
Se empleó el programa en el termociclador con 35 ciclos, con las siguientes 
temperaturas  95ºC por 2 min ,95ºC 30 segundos ,56ºC 40 seg ,72 C 1   
min., 72 C. 5 min. (ver Cuadro 8). 
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Cuadro 8.- Ciclos de amplificación en el équipo Termociclador para 
PCR. 
Fase Temperatura (°C) Tiempo (m) 
Desnaturalización inicial 95 2:00 
Desnaturalización (3) 95 0:30 
Hibridación (3) 56 0:40 
Polimerización (3) 72 1:00 
Polimerización final (1) 72 5:00 
Conservación (2) 4 30:00 
Guardado -80 Indeterminado 
 
Fuente. Schaefer et al. (2001). 
 
 
3.11.6 Amplificación de ADN Bacteriano para genes de Toxina. (PCR - 
16S RNA). 
 
El ADN genómico fue trabajado mediante la utilización de los genes de 
toxinas que de manera específica permita la amplificación de los principales 
genes de toxinas de Vibrio parahaemolyticus (ver cuadro 9). 
 
 
  
74 
 
Cuadro 9.- Primers de los genes de toxinas de Vibrio parahaemolyticus. 
Gen Secuencia del Primer Amplicón 
Tox R L-tox R: GTCTTCTGACGCAATCGTTG 368 bp 
 R-tox R: ATACVAGTGGTTGCTGTCATG  
Tdh L-tdh GTAAAGGTCTCTGACTTTTGGAC 269 bp 
 R-tdh: TGGAATAGAACCTTCATCTTCACC  
Trh L-trh: TTGGCTTCGATATTTTCAGTATCT 500 bp 
 R-trh: CATAACAAACATATGCCCATTTCCG  
Fuente. Alam et al. (2002). 
 
 
Para la preparación de las amplificaciones para genes de toxinas, se trabajó 
con ADN extraído de las bacterias aisladas, trabajando en un volumen final 
de 10 ul. Incluyendo en el tubo las cantidades según se observa en el cuadro 
10, utilizando los primers anteriormente mencionados para cada una de las 
toxinas. El termociclador fue programado empleando los ciclos de 
amplificación para cada gen de toxina (TOX, TDH y TDR) como se indica en 
el cuadro 11, según la metodología indicada por Brasher (1998). 
 
 
Cuadro 10.- Reactivos de pre mezclas para PCR de genes de Toxinas. 
Reactivo Volumen por muestra 
Agua 4,2 µl 
Green taq 4 µl 
Iniciador F 0,4 µl 
Iniciador R 0,4 µl 
ADN 1.0 µl 
Total 10 ul 
 
Fuente. Schaefer et al. (2001). 
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Cuadro 11.- Ciclos de amplificación en el equipo Termociclador para 
PCR genes de Toxinas. 
 
Fase 
Temperatura 
(°C) Gen 
Tox 
 
Tiempo (m) 
Temperatura 
(°C) Gen 
tdh, tdr 
Tiempo 
(m) 
Desnaturalización 
inicial 
96 5:00 94 3:00 
Desnaturalización 
(3) 94 1:00 94 1:00 
Hibridación (3) 63 1:30 58 1:00 
Polimerización (3) 72 1:30 72 1:00 
Polimerización 
final (1) 72 7:00 72 5:00 
Conservación (2) 4 30:00 4 30:00 
Guardado -80 
Indeter- 
minado 
-80 
Indeter- 
minado 
 
Fuente. Brasher et al. (1998). 
 
 
3.11.7 Electroforesis en gel de Agarosa. 
 
El gel de agarosa fue trabajado al 2% (w/v), se preparó con buffer de 
electroforesis (Solución TAE 1X) y saber safe a una concentración final 10 
mg. ml-1, se lo trabajó fundido en un horno de microondas con el buffer de 
electroforesis, hasta lograr una completa disolución. 
 
Una vez fundido el gel se lo coloca en la cubeta con el peine, ya 
polimerizado, se retiró el sello de la bandeja, el peine y se coloca dentro la 
bandeja con el gel en la cubeta de electroforesis. Una vez ubicado el gel se 
cargó con 5 ul de muestra de ADN producto de la amplificación de la PCR, 
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se añadió suficiente buffer (TAE 1X, pH 8) para cubrir el gel. Se colocó cada 
muestra en un pozo con una micropipeta, más 5 µl de tampón de depósito: 
azul de bromofenol 0.25% (w/v), glicerol 40% (v/v), se incluyó un marcador 
de 1kb de peso molecular como referencia. La observación se realizó 
empleando el programa con luz ultravioleta para su toma de foto. 
 
3.11.8 Electroforesis en gel de Acrilamida. 
 
El gel de acrilamida se trabajó a una concentración del 8% (w/v) de 
acrilamida, empleando el buffer de electroforesis (Solución TAE 1X), los 
gradientes fueron mantenidos por separado en tubos independientes de 
falcón. Los gradientes desnaturalizantes empleados de relación de 
formamida y urea fueron de 40% y 60% desnaturalizante (el desnaturalizante 
al 100% contiene 7 M urea y 40% de formamida) con un ratio de acrilamida y 
bis acrilamida de 37.5: 1. Para la realización del gel de gradiente (ver Cuadro 
12). Una vez que se gelifico el gel, colocar 1 ml de agua en la superficie 
dejando 5 cm de separación con respecto a los bordes, para colocar el 
staking. 
 
El gel de poliacrilamida fue preparado para cada gradiente tanto el de 40% 
como el del 60% por separado, El TEMED fue agregado justo antes de 
realizar la inclusión en los vidrios. Esperando un total de dos horas hasta su 
polimerización. 
 
Una vez estabilizado la temperatura a 60 C, se procedió a cargar la muestra 
de amplificación de PCR con un volumen de muestra de 15 ul., la cuba del 
BIORAD , debe estar llena al nivel del indicador con TAE buffer 1 x a 125 V 
por 1º minutos hasta pasar el staking y luego dejar migrar a 45 v por 19 
horas. 
 
77 
 
Cuadro 12.- Preparación de gradientes de acrilamida. 
 
Reactivo 
 
Unidades 
Gradientes  
Staking 
40 % 60 % 
40 % Acrylamide ml 1.95 1.95 1 
Formamide ml 2.05 3.25 - 
H2O ml 7.25 5 3.9 
Úrea gr 2.19 3.41 - 
Tae 50X µl 130 130 50 
APS µl 100 100 40 
Temed µl 10 10 4 
Total ml 13.44 13.61 4.9 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
3.11.9 Tinción. 
 
Una vez que terminó el tiempo de corrida, los geles se desprendieron, y se 
los colocaron suavemente en las cubetas con solución de tinción. Se empleó 
la tinción de Syber safe en relación de 30 ml de buffer con 6 ul. de sybr Safe 
por 30 minutos. Fue Preparado y cubierto de la luz. 
 
3.11.10 Fotografía. 
 
Una vez terminada la tinción, el gel obtenido se montó y se empleó el equipo 
de computación y de revelado de la foto para su registro en la maquina 
computadora. DCode TM  system serie 373BR2504, Power Pac TM Basic 
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serie 041BR115554, Gel Doc TM XR+ serie 721BR00598. Una vez 
archivado las fotos, estas se emplearan para posterior análisis. 
 
3.11.11 Análisis de Imágenes. 
 
El programa estadístico “Gel Compare II 6.6”, nos permitió comparar las 
estructuras y similaridades entre las comunidades bacterianas, de las 
diferentes muestras analizadas (Sadri H., et al., 2015). Luego se exportaron 
los pesos de las bandas y las curvas densimétricas que nos proporcionó el 
programa estadístico. Cabe señalar, que no se trabajó con los pesos, sino 
que se creó una matriz de datos binarios, indicando la presencia o ausencia 
de cada banda para cada una de las estaciones, considerando ausencia 
como 0, y presencia como 1. A pesar de que el programa dio la intensidad y 
peso molecular de cada banda, esta no se consideró debido a que el ADN 
fue reamplificado. Finalmente, haciendo uso del programa estadístico R, se 
realizaron correlaciones bivariadas y dendrogramas de similitud (Hellal et al., 
2016). 
 
 
3.12 Medición de Parámetros Químicos. 
 
 
Se tomaron las muestras de agua, se transportaron en coolers para asegurar 
su preservación, caso puntual del análisis de carbono y de clorofila 
totalmente aislada de la luz, en frasco de la luz. 
 
3.12.1 Clorofila. 
 
Las muestras se tomaron en volumen de 1 litro y se filtró con una bomba de 
vacío Marca IDEX, modelo GAST serie, DOA-8704-AA, con un volumen final 
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de 250 ml sobre filtros de fibra de vidrio de 47 mm de diámetro y de 0,22 um. 
Los filtros se retiraron con una pinza y se doblaron sobre un papel de 
aluminio previa rotulación de la muestra. Posteriormente se guardaron en un 
congelador para su posterior extracción de clorofila, por la metodología de 
acetona empleando para su lectura un equipo de Flurometría. La clorofila se 
determinó mediante extracción con metanol y lecturas con fluorómetro según 
Turner Designs Trilogic, de métodos estándar. (Holm-Hansen et al., 1965; 
Falkowski & Kiefer, 1985). 
 
3.12.2 Carbono. 
 
El análisis se realizó siguiendo el protocolo estándar descrito por Walkley et 
al. (1934), donde se tomó una muestra de 25 ml de agua sometido a la 
acidificación de ácido sulfúrico y posteriormente se utilizó el dicromato de 
potasio, y se midió en el espectofotómetro DR. 4000 a una longitud de onda 
de 465 nm. Los resultados fueron expresados en porcentaje. 
 
3.12.3 DBO y DQO. 
 
Para la realización de las muestras para DBO (METODO: SM 5210 B) y 
DQO (METODO: SM 5220 D). Se tomaron como referencia el Estándar 
Methods for examination of water an wateswater de la American Public 
Health Association, American Water Works Association, Water Pollution 
Control Federation, 22nd Edition (Rice et. al, 2012). Ambas muestras fueron 
tomadas en recipientes de vidrio ámbar, con sus respectivas tapas selladas 
para evitar formación de burbujas que alteren la muestra, se transporta en 
hielo a 4 ºC, hasta su posterior análisis en laboratorio. 
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3.13 Análisis e interpretación de la información. 
 
 
3.13.1 Índice de Diversidad. 
 
Los índices de diversidad que se emplearon para medir la comunidad 
bacteriana fueron de diversidad Alfa, Beta y Gamma (Llorente et al., 2001), 
detallados a continuación: 
Índice de Riqueza de Especies (S) o Diversidad Alfa (ࢻ) 
 Se define como el número de diferentes bandas presentes en una 
muestra (número de bandas presentes en DGGE), expresada como: 
 
S= # de bandas detectadas para cada grupo lineal. 
 •Se define como el promedio del índice de riqueza para cada una de 
las estaciones en los sitios de muestreos, que puede expresarse de la 
siguiente manera:  
  ߙ௣�௢௠ = ( ∑ ���=1…௡ ) �⁄  
Donde n corresponde al número de estaciones dentro del sitio de 
muestreo. 
Índice de Diversidad Gama  ሺࢽሻ 
Es el número de bandas en una región determinada de los sitios de 
muestreo. 
Índice de Diversidad Beta (ࢼ) 
 Esta medida se calcula en base a la diversidad Alfa promedio y 
diversidad Gama, de la siguiente manera: ߚ� = ߛ ߙ௣�௢௠⁄  
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Este índice sirve como medida de diferencia para la diversidad de 
bandas entre los sitios de muestreos. 
 
 
3.14 Análisis e interpretación estadística de la información. 
 
 
A partir de los perfiles generados por análisis de PCR por DGGE, se 
calcularon los índices de diversidad a partir de la presencia o ausencia de 
bandas. Estos índices fueron los indicados en la parte superior. Los índices 
de diversidad y los datos obtenidos de parámetros abióticos para cada uno 
de los diferentes sitios del muestreo, serán sometidos a un análisis de 
multivarianza (ANOVA), con un intervalo de confianza del 95% (≤0.05) para 
detectar las diferencias entre los muestreos. De igual forma, las variables 
químicas se correlacionaron con las cargas bacterianas, haciendo uso del 
método de regresión para identificar de qué forma los parámetros químicos 
explicaron la carga bacteriana presente en cada uno de los muestreos 
realizados. 
 
Haciendo uso del programa estadístico R, se identificó las diferencias 
significativas existentes entre las estaciones (afluentes y efluentes) para las 
variables químicas y de bacterias. Además se realizó un análisis multivariado 
de componentes principales (PCA), con el objetivo de analizar el 
comportamiento de bandas de genes para cada una de las estaciones, esto 
para resumir el conjunto de variables en dos componentes que expliquen en 
gran medida el comportamiento de los datos originales. 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
 
4.1 Variables de Producción Larvaria. 
 
 
Los resultados fueron evaluados en base a los promedios de los diferentes 
puntos de agua analizadas, según diseño experimental presentado en el 
capítulo de metodología. 
 
4.1.1 Análisis de Carbono. 
 
Siendo el carbono uno de los parámetros de interés para determinar la 
presencia indirecta de las cargas bacterianas en el mar, se establecieron 
mediciones en los rangos existentes tanto en mareas de cuadratura y sicigia 
en las dos épocas del año. 
 
Los muestreos realizados para las mareas de cuadraturas para las muestras 
de mar, playa y descargas de los laboratorios, presentaron una tendencia de 
incremento en las concentraciones de carbono para la época lluviosa. Las 
concentraciones máximas para las muestras del mar fueron de 0.048 % para 
la muestra M5, y un mínimo de 0.012 % para M6, en el caso de las muestras 
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de playas el valor máximo fue 0,036 % para P4 y un mínimo para P3 de 
0,024%. Las descargas de los laboratorios D6 y D5 con 0,042 % y 0.041 % 
respectivamente, fueron superiores a las demás muestras, aunque el punto 
D3 presentó un menor valor de 0,036%. Los puntos D4 y D7 (0,017% y 
0,018%, respectivamente) fueron los más bajos. La concentración de 
carbono en los puntos M7, P7 y D7 presentaron siempre los menores 
valores para la estación lluviosa y marea de cuadratura. 
 
Para el caso de sicigia en la época lluviosa la muestra M1, presentó la 
máxima concentración de 0,044% para Carbono, y el valor más bajo de 
0,012% para M6. Las muestras de playa, P6 con 0.037 % fueron superiores 
a las demás, siendo la de menor concentración la muestra P3 con 0.013% 
de Carbono. Para el caso de las descargas de los laboratorios D4 y D7 
presentaron concentraciones aproximadas a los 0,044 %, el punto D3 
presentó los menores valores 0,013 %, manteniendo la misma tendencia de 
menores valores de carbono para el punto de muestreo 7, lugar donde 
terminan los puntos separados para la zona. 
 
Los muestreos realizados durante las sicigias en la época seca para las 
estaciones en el mar, reportaron niveles de carbono de 0,021%, 0,027 % y 
0,017 %. En agosto las estaciones muestreadas reportaron concentraciones 
cercanas al promedio expresado anteriormente, mientras que en septiembre 
los puntos M3, M7, M1, tuvieron las mayores concentraciones de carbono y 
la M4 la menor concentración de Carbono para esa fecha, con un valor de 
0,012 %. En noviembre el punto M1 presentó el menor valor de 0.06%, 
correspondiendo esta muestra al control, tomado como referencia fuera de la 
zona de producción larvaria, y el mayor valor para M7 con  0,049 %. 
 
Para cuadratura los puntos de muestreos presentaron tendencia similares a 
las obtenidas para la marea de sicigia, siendo M5 quien presenta las 
máximas concentraciones. Las muestras de playa presentaron a los puntos 
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P6, P5 y P7 como los de menores valores durante las sicigias, en el caso de 
P5 esas bajas concentraciones también se mantuvieron en cuadratura para 
la misma muestra, sin embargo para los valores de P7 y P6 fueron 
superiores, mientras que P4 presentó el máximo valor de 0,43%. La 
tendencia de las muestras tomadas en las descargas de los laboratorios fue 
la de presentar menos concentración de carbono, siendo D5, D7, D4 las más 
bajas concentraciones para ambas mareas y la D6 la mayor concentración 
tanto para sicigia como para cuadratura, aunque la tendencia de fluctuación 
de carbono no está clara en las diferentes estaciones y mareas (ver Figura 
4). 
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Figura 4.- Concentración de Carbono en las diferentes mareas. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Los análisis de anova realizados a los resultados obtenidos en el área de 
estudio, para las estaciones tanto seca como lluviosa, reportaron diferencias 
significativas para el parámetro carbono, siendo los valores de p, 0.001084 
para época seca y de 0.0001361, respectivamente. El carbono orgánico 
disuelto en las estaciones seca y lluviosa varían según lo afirma (Müller et al, 
2016), que de acuerdo a sus estudios muestran que este parámetro varía en 
ambas estaciones influenciados principalmente por la dilución, indicando que 
las lluvias pueden dar un efecto de disminución, factor que no incidió para 
nuestro estudio (ver Anexo 6.1). 
 
Mediante el análisis de diferencias de media de Tukey para los datos de 
carbono de todas las estaciones, se observó que para la época lluviosa los 
controles presentaron diferencias con respecto al Mar (M) y a la playa (P), y 
estos a su vez con las descargas; no se encontraron diferencias 
significativas entre playa y mar, ni descargas con control. Esto indicó que los 
controles para esta comparación estuvieron dentro de lo esperado, es decir, 
un comportamiento diferente a los demás sitios de muestreos. 
 
El mismo análisis de Tukey con un 95% de confianza, para las estaciones de 
la época seca presentó diferencias significativas entre las descargas y el mar 
con respecto a los controles (ver Figura 5). 
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Figura 5.- Análisis comparativo de Tukey y Diagrama de Barras de 
carbono de los puntos de muestreos en época seca y época lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Revisando los puntos de muestreos por Tukey, que tuvieron diferencias en 
sus medias, anteriormente analizados, se detalla de manera independiente 
cuales fueron los que presentaron diferencias. En el cuadro 10, se evidencia 
que en la época seca el control M1, no presentó diferencias con todos los 
puntos de descargas, sin embargo sí presentó para los puntos M3, M4 y M6 
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establecidos en el mar, lo cual fueron resultados esperados según el diseño 
de estudio planteado. Por otra parte, el control M2, fue diferente a las 
estaciones D3 y D5 con una diferencia significativa menor a un p-valor de 
0.05. En las mediciones realizadas en el mar con respecto a los controles los 
resultados analizados no presentaron una clara tendencia, pero sí mostraron 
diferencias entre sus medias, presentando similitud entre el control 1 y los 
puntos M5 y M7, así como la comparación del control 2, siendo iguales a 
este los puntos del mar M4 y M6. Indicando que los controles tomados de 
referencia M1 y M2, fueron diferentes con los demás puntos muestreados en 
ese sector, por una posible no alteración de este parámetro a más de 200 
metros con respecto a la playa, donde se realizaron estos muestreos (ver 
Anexo 6.2). En el caso de la época lluviosa comparando por Tukey los 
puntos de mar con control, no presentaron diferencias entre sus medias para 
ninguno de los puntos analizados, a excepción del control 1 con el punto en 
el mar M6 (ver Anexo 6.3). 
 
El análisis de los controles M1, marcan diferencias con respecto a todos los 
puntos de la playa, el control M2 fue diferente solo con playa 6 (ver Anexo 
6.3). Las comparaciones de las medias entre los puntos de referencia de 
descargas versus mar, presentan marcadas diferencias con el sitio de 
muestreo M6 y M7, presentando todos valores de p menores a 0.05, estas 
mismas descargas comparadas con las estaciones de playa, se obtuvo que 
la D4 fue diferente a los sitos de playa P3, P4 y P5, así como las descargas 
D3, D5, D6 con respecto a los puntos de playas P6 y P7. Estos resultados 
indican que las concentraciones de carbono recuperada de las aguas de 
descargas de los tanques de producción, dieron resultados diferentes con 
respecto a las muestras tomadas de la playa de la zona, lo cual puede ser 
consecuencia de aplicación de productos que tengan carga orgánica debido 
a los niveles de cultivos desarrollados (ver Cuadro 13 y Anexo 6.4). 
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Cuadro 13.- Diferencias entre los puntos de carbono de control y 
analizados por Tukey. 
 Descarga-Control y Mar-Control (Época Seca) 
 
 
Carbono (Época Seca) Descarga Mar 
D3 D4 D5 D6 D7 M3 M4 M5 M6 M7 
M1           X X   X   
Control 
          
M2 X   X     X   X   X 
 
 
 Mar-Control, Playa-Control, Mar-Descarga y Playa-Descarga 
(Época Lluviosa) 
 
Carbono 
(Época Lluviosa) 
Mar Playa 
M3 M4 M5 M6 M7 P3 P4 P5 P6 P7 
 
M1       X   X X X X X 
Control 
           
 
M2                 X   
 
D3     X           X X 
 D4    X X X X X   
Descarga D5    X X    X X 
 D6     X    X X 
 D7       X X           
 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
4.1.2 Análisis de Clorofila 
 
Los resultados obtenidos en los análisis de clorofila en los muestreos 
analizados, registran valores de 1.91 mg/m3  a 3.8 mg/m3  en las muestras   
de mar, en las muestras de descargas por tener productividad primaria 
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dentro de los tanques de cultivos los valores encontrados son superiores a 
los 45 mg/m3 llegando en algunas descargas a tener 165,67 mg/m3. 
 
Los valores reportados en el muestreo de sicigia para el mar estuvieron, 
similares a los del primer muestreo, sin embargo las descargas de los 
tanques de cultivos, en promedio estuvieron en concentraciones menores 
que las del muestreo inicial. Los análisis de clorofila para sicigia, en época 
lluviosa en las estaciones del mar solo la muestra M6, presentó valores de 
2,53 mg/m3, mientras que el resto de puntos presentaron valores por debajo 
de 1 mg/m3. Para cuadratura en esta misma época presentaron valores de 
1,1 mg/m3 a 2,11 mg/m3, siendo este último el control M2. 
 
Para la estación P5, en cuadratura el valor máximo que se obtuvo fue de 
4,11 mg/m3 y el valor mínimo de 1,19 mg/m3 en la estación P4, mientras 
que para el caso de la marea de sicigia, los valores estuvieron por debajo de 
2 mg/m3. Las descargas tuvieron concentraciones de clorofila con valores de 
165,67 mg/m3, en D6 en cuadratura y de 136,36 mg/m3, y el resto de puntos 
por debajo de los valores anteriores. Para las aguas tratadas, se observaron 
tendencias similares para ambas épocas, siendo la estación T4, la que 
presenta los mayores valores para ambas épocas con rangos inferiores a los 
160 mg/m3. 
 
Estudios realizados por Murray (2015), en muestras de mar reportaron que 
los valores de clorofila obtenidos se encontraban inferiores a 1 ug/m3, 
reportándose concentraciones de clorofila altos, siendo muy inferiores 
comparados con los de este trabajo (ver Figura 6). 
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Figura 6.- Datos comparativos de clorofila entre los diferentes sitios de muestreos en las épocas lluviosas y seca. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Según el análisis de varianza demuestra que existen diferencias 
significativas entre los sitios de muestreos para las dos épocas, mediante la 
prueba estadística de Fisher con un p-valor menor a 0.05, según se indica 
en los datos del Anexo 7.1. 
 
Se pudo establecer por la prueba de Tukey, que para la época lluviosa que 
existen diferencias entre los controles, el mar y las descargas, y así mismo 
entre las muestras de descargas tratadas con mar y playa, estas diferencias 
fueron determinadas por el valor de Fisher, observándose la misma 
tendencia para la época seca (ver Figura 7). 
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Figura 7.- Análisis comparativo de Tukey y Diagrama de Barras de 
clorofila en la época seca y lluviosa durante los muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
Ampliando los análisis de las muestras que presentaron diferencias 
significativas por Tukey, reflejan que en la época seca todas las descargas 
con respecto al control fueron diferentes; para la época lluviosa esas 
diferencias fueron similares a excepción de D7, siendo similar a los controles 
analizados, con un p-valor menor a 0.05 (ver Cuadro 14 y Anexo 7.1). 
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Existe una marcada diferencia entre los niveles de clorofila de las estaciones 
de descargas y aguas tratadas frente a las de control para ambas épocas, 
presentándose con valores mayores de clorofila, esto puede ser debido a 
que en los laboratorios de larvas emplean como fuente de alimento 
monocultivos algales en los tanques de producción (ver Cuadro 14.1, Anexo 
7.2 y 7.3). 
 
 
Cuadro 14.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila por 
Tukey. 
 Descarga-Control (Época Seca y Lluviosa) 
 
 
Clorofila Descarga (Época Seca) 
Descarga (Época 
Lluviosa) 
D3 D4 D5 D6 D7 D3 D4 D5 D6 D7 
Control M1 x x x x X x x x X 
 
M2 x x x x X x x x X  
 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
 
Cuadro 14.1.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila por 
Tukey. 
 
 Tratada-Control (Época Seca y Lluviosa) 
 
 
Clorofila Tratada (Época Seca) 
 
Tratada (Época
Lluviosa) 
 
T3 T4 T5 T6 T7 T3 T4 T5 T6 T7 
Control M1 x x 
 x X x x x X X 
M2 x x  x X x x x X X 
 
Fuente. Elaboración propia. 
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Las comparaciones de las medias de los valores de clorofila con respecto a 
los puntos de Mar y playa, con las muestras de Descargas analizadas para 
ambas épocas, presentaron el mismo comportamiento, a excepción de las 
descargas de la muestra 7, cuyas medias son similares a todos los puntos 
de mar y playa (ver Cuadro 14.2 y 14.3). Los valores de Descargas con Mar 
y playa fueron significativamente diferentes con valores menores a 2.2E-16 
(ver Anexo 7.3). 
 
 
Cuadro 14.2.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila por 
Tukey. 
 Mar-Descarga (Época Seca y Lluviosa) 
 
Clorofila Mar (Época Seca) Mar (Época Lluviosa) 
M3 M4 M5 M6 M7 M3 M4 M5 M6 M7 
 D3 x x x x x x x x X X 
 D4 x x x x x x x x X X 
Descarga D5 x x x x x x x x X X 
 D6 x x x x x x x x X X 
 D7 x x x x x      
 
Fuente: Elaboración propia. 
 
 
Cuadro 14.3.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila 
por Tukey. 
 Playa-Descarga (Época Seca y Lluviosa) 
 
Clorofila Playa (Época Seca) Playa (Época Lluviosa) 
P3 P4 P5 P6 P7 P3 P4 P5 P6 P7 
 D3 x x x x x x x x X X 
 D4 x x x x x x x x X X 
Descarga D5 x x x x x x x x X X 
 D6 x x x x x x x x x X 
 D7 x x x x x      
 
Fuente: Elaboración propia. 
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Los análisis realizados por Tukey en las estaciones de Mar y Playa 
comparadas con las aguas tratadas para la época seca presentaron 
diferencias con todos los puntos analizados, no ocurriendo lo mismo para  la 
estación de descarga tratada 5. Para la época lluviosa las diferencias de 
medias se mantienen entre todas las estaciones muestreadas para esta 
estas zonas de estudio, manteniendo p-valores menores a 0.05 
demostrando diferencia significativa propiamente dicha (ver Cuadro 14.4 y 
14.5, ver Anexo 7.5 y 7.6). 
 
 
Cuadro 14.4.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila por 
Tukey. 
 Tratada-Mar (Época Seca y Lluviosa) 
 
Clorofila Mar (Época Seca) Mar (Época Lluviosa) 
M3 M4 M5 M6 M7 M3 M4 M5 M6 M7 
 T3 X X X X X X X X X X 
 T4 X X X X X X X X X X 
Tratada T5      X X X X X 
 T6 X X X X X X X X X X 
 T7 X X X X X X X X X X 
 
Fuente. Elaboración propia. 
 
Cuadro 14.5.- Diferencias entre los puntos analizados de clorofila por 
Tukey 
 Tratada-Playa (Época Seca y Lluviosa) 
 
Clorofila Playa (Época Seca) Playa (Época Lluviosa) 
P3 P4 P5 P6 P7 P3 P4 P5 P6 P7 
 T3 X X X X X X X X X X 
 T4 X X X X X X X X X X 
Tratada T5      X X X X X 
 T6 X X X X X X X X X X 
 T7 X X X X X X X X X X 
 
Fuente. Elaboración propia 
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4.1.3 Análisis de DQO. 
 
Las mediciones de DQO, fueron realizadas desde el muestreo de noviembre 
en la estación seca, para los mismos sitios muestreados con los parámetros 
anteriores. Las estaciones analizadas fueron mar y descargas tratadas, se 
descartó la toma de la zona de playa por que coincidía su toma en la zona 
de rompiente y su dinámica podía haber afectado el resultado. 
 
Los valores reportados en las estaciones de Mar (M) para la época seca, 
fueron para M1 de 875 mgO2/l. y el más bajo valor para el primer muestreo 
de 625 mgO2/l. La tendencia de este parámetro es de incrementarse a 
medida que se acerca a la estación Lluviosa. Los máximos valores 
reportados en el Mar, se encuentran en la época lluviosa, siendo el valor 
más alto obtenido de 1840 mgO2/l, correspondiendo a la marea de 
cuadratura, esos valores se vieron disminuidos para la marea de sicigia de la 
misma época. La tendencia que muestra la DQO, debe tener influencia de la 
lluvia en el Mar, presentando un incremento en los controles, pero se 
observa que los puntos M3 y M7 reportan los menores valores para la época 
lluviosa. Comparando las mediciones realizadas de las aguas tratadas, 
guardan similitud con las muestras del Mar, presentando valores similares 
para el inicio de los muestreos en la época seca, con tendencia de 
incrementos para la marea de sicigia en la época lluviosa. Las 
concentraciones más bajas reportadas en las aguas tratadas de este 
parámetro fueron para las estaciones T7 y T4, encontrándose en las 
cercanías de los extremos de un gran canal de donde convergen las 
descargas de los laboratorios de la zona analizada, siendo el mayor valor 
encontrado el en punto T5 de 1520 mgO2/l correspondiente a la época 
lluviosa (ver Figura 8). 
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Figura 8.- Distribución de los datos de DQO por marea y época. 
Fuente: Elaboración propia. 
 
La Demanda química de oxígeno es un parámetro empleado para encontrar 
niveles de contaminación de muestras de aguas y aguas de descargas, 
estudios realizados por Mutlu et al. (2013), muestran en los resultados de 
análisis de aguas niveles de altas en contaminación con 25 mg/l, mientras 
que valores a más de 50 mg/l indican una severa contaminación y posible 
toxicidad acuática (Güler et al., 1997), sin embargo los valores para este 
parámetro fueron superior a las encontradas en esta referencia. 
 
El parámetro DQO analizado mediante análisis estadístico de Tukey, indica 
que no existen diferencias significativas para un valor de confianza del 95% 
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entre las muestras tomadas en el mar, con respecto al control y a las aguas 
tratadas en la estación lluviosa con un p-valor de 0.08316 y F-valor de 
2.8062. Para el caso de las muestras de la estación seca, un p-valor de 
0.983, y F- valor de 0.0171, indicando que no presentaron diferencias 
significativas en ninguno de los puntos analizados como se muestran en la 
Figura 8. 
 
En las comparaciones de los diferentes puntos de muestreos para este 
parámetro, no mostraron diferencias significativas entre los puntos 
muestreados, observación realizada por Tukey tanto en la época seca como 
en la época lluviosa. 
 
Realizando su interpretación mediante Tukey, no se encontraron diferencias 
significativas, tal como lo indica la ANOVA, de las dos épocas analizadas 
(ver y Anexo 8.1). 
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Figura 9.- Análisis de Tukey y Diagrama de Barras para DQO para 
estación seca y estación lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
4.1.4 Análisis de DBO. 
 
Los análisis de este parámetro fueron realizados de la misma manera en 
ambas épocas del año, mostrando al igual que la DQO, tendencia a 
incrementarse en la época lluviosa para las estaciones en mar. 
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Los valores encontrados en la marea de cuadratura y sicigia para las 
estaciones en aguas tratadas, presentaron valores mínimos que van desde 
los 4,7 mg02/l hasta niveles máximos de 38,5 mg02/l de DBO. 
 
Las concentraciones de DBO declinaron hacia el inicio de la estación 
lluviosa, llegando a valores mínimos para las muestras del Mar, de 0,08 
mg02/l de DBO valor correspondiente a los controles M2, y de 0.10 mg02/l 
de DBO para la muestra M7, en ambas estaciones los valores obtenidos 
mantuvieron las mismas tendencias para ambas mareas. Para el caso de las 
aguas de Mar no marcaron diferencias entre los valores obtenidos en la 
estación lluviosa en marea de sicigia. Para el caso de las mareas de 
cuadratura en época lluviosa, los valores de DBO, fueron incrementados 
para el sitio de muestreo M7 a 1,22 mg02/l de DBO, siendo los menores 
valores reportados para los controles M2 y M1 de 0,61 y 0,27 mg02/l de 
DBO respectivamente. 
 
Los análisis realizados para las aguas tratadas, presentaron valores 
mayores con respecto a las muestras analizadas en el mar, siendo la 
muestra de menor valor para la marea de cuadratura, y correspondió a la 
estación T5, con un valor de 2.16 mg02/l de DBO en la época lluviosa, y la 
de mayor valor para DBO, en el punto de muestreo T4 con 32 mg02/l 
registrado en la época seca. Para los muestreos realizados en marea de 
sicigia en la época seca, los análisis presentaron valores superiores en T4 
de 38,5 mg02/ de DBO, T5 de 30,4 mg02/ de DBO y mínimos valores de 
10,2 mg02/ para T6 (ver Figura 10). 
 
En la época lluviosa se vio una tendencia a disminuir en los sitios analizados 
para las aguas tratadas, manteniéndose el valor de T4 como el sitio de 
muestreo que presenta los más altos valores de DBO en 30,2 mg02/l de 
DBO. Para la cuadratura los valores disminuyen siendo el más alto valor T4 
con 21,4 mg02/ de DBO, y el menor valor para T5 con 2.16 mg02/ de DBO, 
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este resultado se debió a que este laboratorio fue el único que tenía un pre 
tratamiento  para  las  aguas  tratadas  antes  ser  vertidas  al  cuerpo hídrico 
común. A pesar de mostrar una tendencia a disminuir para la época lluviosa, 
los sitios T4  y T5 presentan valores altos y medianos respectivamente. 
 
 
 
Figura 10.- Mediciones de DBO en diferentes épocas y mareas. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
A diferencia de la DQO, la DBO analizado por Tukey, si presentó diferencias 
estadísticas para ambas épocas,  con similares tendencias entre los puntos 
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muestreados, de aguas tratadas y control, así como las aguas tratadas y el 
Mar, según se observa en la Figura 11. 
 
 
 
 
Figura 11.- Análisis de Tukey y Diagrama de Barras para DBO para 
estación seca y estación lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Las diferencias significativas se presentaron con un valor p 5.368E-05 para 
los sitios de muestreo en la época seca, y un valor p 0.0002344 para la 
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época lluviosa. No existió ninguna diferencia entre los controles y el Mar, 
presentando similares comportamientos para este parámetros entre ambos 
(ver Anexo 9.1). 
Para este parámetro, los puntos que presentaron diferencias estadísticas 
antes mencionados, para ambas épocas fue el punto T4, con respecto a los 
controles, tanto para la época lluviosa como para la época seca; el punto T3 
presentó diferencias con respecto a los controles solo para la época lluviosa. 
El resto de puntos de aguas tratadas, presentaron medias muy similares al 
agua de los controles M1 y M2 (ver Cuadro 15 y Anexo.9.2). Los otros 
valores comparados entre los controles con T3, T5, T6 y T7, para la época 
seca y los controles para la época lluviosa con T5, T6 y T7 presentaron 
medias similares en sus valores (ver Cuadro 15 y Anexo 9.2). 
 
 
Cuadro 15.- Análisis de Tukey para DBO comparación de control con 
tratadas y de  tratadas con Mar. 
 Tratada-Control (Época Seca y Lluviosa) 
 
 
DBO5 
Tratada (Época 
  Seca) 
 
Tratada (Época 
Lluviosa)  
 
T3 T4 T5 T6 T7 T3 T4 T5 T6 T7 
Control M1 x 
   X X    
M2 x    X X    
 
Fuente. Elaboración propia. 
 Tratada-Mar (Época Seca y Lluviosa) 
 
 
DBO5 Mar (Época Seca) 
Mar (Época 
Lluviosa) 
M3 M4 M5 M6 M7 M3 M4 M5 M6 M7 
 T3      x x x x x 
 T4 x x x x x x x x x x 
Tratada T5           
 T6           
 T7           
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Fuente. Elaboración propia. 
 
Comparando por Tukey los otros sitios de muestreos que se reportaron 
diferentes, encontramos que el punto T4 fue diferente con todos los puntos 
del Mar para ambas épocas, presentando diferencias significativas con p-
valor menor a 0.05. La estación T3 para la época lluviosa resultó ser 
estadísticamente diferente en comparación con todos los puntos analizados 
en el Mar (ver Cuadro 15 y Anexo 9.3). 
 
 
4.2 Variabilidad bacteriana. 
 
 
4.2.1 Variabilidad bacteriana del crecimiento de bacterias del género 
Vibrio. 
 
Las cargas bacterianas que se encontraron en los afluentes (mar y playa), 
durante las dos estaciones analizadas, mostraron concentraciones de 
exponentes a la dos y a la tres de unidades formadoras de colonias (ufc/ml), 
concentraciones que fueron consideradas como normales según análisis 
referenciales de muestras de la zona. 
 
Las cuantificaciones de bacterias tanto para Vibrios sp., como para colonias 
totales, presentaron mayores concentraciones en la época seca con 
respecto a la época lluviosa, sin embargo si se separa el último mes de 
muestreo justo en el mes de cambio de época, denominada como zona de 
transición, se ve que esta variación climática implica un incremento de la 
carga bacteriana con respecto a la separación de las épocas seca y lluviosa. 
Las concentraciones en la época de transición superaron las 
concentraciones de exponente a la 4 de ufc/ml. La figuras 12 indica la 
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distribución espacial a nivel de los afluentes, mar y playa. Las 
concentraciones de bacterias en los efluentes de los laboratorios 
presentaron una mayor concentración de carga bacteriana con respecto al 
mar. Los resultados para bacterias tipo Vibrio, con respecto a las épocas 
fueron estadísticamente diferentes (ver Figura 12). 
 
 
 
Figura 12.- Conteos de bacterias en época seca, de transición y en 
época lluviosa. (Escala 1:3000). 
Fuente. Nieto et al. (2017). 
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Es interesante observar mediante el grafico realizado con el programa 
Surfer, empleando la escala de tamaño de la zona, espaciado en 1000 
metros respaldado con la barra de distancias, enseñan las concentraciones 
en unidades formadoras de colonias por ml, que las concentraciones 
bacterianas en el Mar o se diluyen por el efecto que este ejerce sobre las 
descargas que recibe, o posiblemente el impacto a estos niveles para 
Vibrios, no son altos aún por las descargas que recibe. En la recuperación 
en agar influye  mucho el pobre crecimiento en agares sólidos de bacterias 
patógenas, según lo respaldan varios autores (ver Figura 12). Sin embargo, 
las muestras de Descargas de los laboratorios son altas, con rangos que 
superan el exponente a la 4, lo que se pudo indicar un efecto de dilución al 
llegar las muestras al afluente (mar) o que no sea recuperado con los 
análisis. 
 
Los muestreos bacterianos realizados y analizados por mareas de sicigia y 
cuadratura para bacterias totales, se reportaron con concentraciones 
superiores a las encontradas con los Vibrios, no se pudo evidenciar una 
diferencia de los promedios para las dos diferentes mareas, indicando que el 
efecto marea no es considerable sobre las cargas bacterianas, presentando 
un valor p de 0,644 y un t-valor de 0.49, según se muestra en la gráfica 
siguiente (ver Figura 13). 
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Figura 13.- Promedios de cargas bacterianas totales según mareas. 
Fuente. Elaboración propia 
Comparaciones de cargas bacterianas realizadas para las dos estaciones 
del año, se pudo determinar que para la época seca las concentraciones en 
el mar, se encuentran más altas con exponentes a la 2 de ufc/ml para sicigia 
y menor a exponente a la 4 para cuadratura en la misma época. Por el 
contrario, para la época lluviosa encontramos una tendencia de incremento 
en la marea de sicigia y los valores se mantienen en exponente a la 2 para la 
marea de cuadratura. Para las descargas tratadas y descargas de 
laboratorios las ufc/ml se encontraron concentraciones por debajo del 
exponente a la cinco ufc/ml. para la época seca, disminuyendo 
considerablemente para la época lluviosa. 
 
En la Figura 14, se observa que la carga bacteriana tiene una tendencia a 
aumentar hacia la época lluviosa para las estaciones ubicadas en el mar; 
mientras que para las estaciones en playa, descarga y descarga tratada se 
observa una tendencia contraria, ya que los valores más altos de carga 
bacteriana se ubican en la época seca. Este comportamiento se observa 
tanto para las mareas de sicigias como las mareas de cuadraturas. 
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Figura 14.- Promedio de cargas bacterianas de Vibrios por mareas. 
Fuente. Elaboración propia 
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A pesar de esta variación, al realizar un análisis de varianzas observamos 
que no existe diferencia significativa entre la carga bacteriana de las mareas 
de sicigia y cuadratura, tal como se lo justificó anteriormente. Realizando 
una observación para todos los puntos muestreados en las dos estaciones 
expresado en diagramas de caja se muestran, que los valores más altos de 
carga bacteriana del género Vibrio se presentan durante la época seca en 
las muestras de aguas tratadas, con exponentes a la 5 ufc/ml, disminuyendo 
significativamente hacia la época lluviosa, a excepción de las estaciones en 
el mar (ver Figura 15). 
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Figura 15.- Bacterias según los diferentes sitios de muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Las mediciones por Tukey, indican los puntos donde las medias fueron 
diferentes  entre  sí,  reportando  que  para  la  época  seca  las    diferencias 
marcadas fueron las muestras correspondientes a las tratadas con respecto 
al control, presentando diferencias significativas para la estación seca, no así 
para la estación lluviosa, con un valor altamente significativo. De igual forma 
para la época seca los puntos de muestreos con medias diferentes, fueron 
todos los puntos de aguas tratadas con respecto a las estaciones de mar, 
playa y descargas; y reportándose solo para la estación lluviosa las 
muestras de descargas con playa y aguas tratadas, que presentaron 
diferencias entre sus medias (ver Figura 16 y Anexo 10.1). 
 
Los análisis de ANOVA para todos los puntos muestreados con referencia a 
TCBS, indicaron diferencias estadísticamente significativas, para ambas 
épocas del año, con p-valores de 7.513E-14 y F-valor 17.639 durante la 
época seca, y, p-valor 0.02011 y F-valor 3.008 para la época lluviosa (ver 
Anexo 10.1). 
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Figura 16.- Diagrama de tukey y Diagrama de Barras para las cargas 
bacterianas en los diferentes estaciones muestreadas. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
Conociendo los puntos que presentaron diferencias significativas, por 
análisis de Tukey se compararon las estaciones para determinar qué 
estación en particular era la responsable de esa diferencia y, se estableció 
que para la época seca comparando las aguas tratadas con los controles, 
solo el punto T5 presentó diferencias con respecto a ambos controles 
analizados, los otros puntos T3, T4, T6 y T7 fueron similares a los controles. 
Para la época lluviosa todos los puntos de aguas tratadas son similares 
entre sí, lo que puede indicar la existencia de una posible intrusión de las 
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aguas tratadas en los laboratorios lo cual impide tener una diferencia con los 
controles estudiados (ver Anexo 10.2). 
 
Los análisis comparativos realizados por Tukey para la época seca de aguas 
tratadas con mar, playa y descargas con los puntos T4, T5 muestran 
diferencias significativas. Para la época lluviosa las muestras comparadas 
entre aguas tratadas con playa y aguas de descargas, no presentaron 
mayores diferencias entre sí; la única muestra que presentó diferencia para 
esta época fue la muestra de mar M7, comparadas con las muestras de 
aguas tratadas (Ver Cuadro 16 y para mayor claridad ver anexo 10.3, 10.4 y 
10.5). 
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Cuadro 16.- Análisis de Tuckey para TCBS mostrando las estaciones 
Tratadas con los diferentes en sitios de muestreos. 
 Tratada-Control (Época Seca y Lluviosa) 
TCBS 
Tratada (Época Seca) Tratada (Época Lluviosa) 
T3 T4 T5 T6 T7 T3 T4 T5 T6 T7 
Control 
M1   X    
M2   X   
 Tratada-Descarga (Época Seca y Lluviosa) 
TCBS 
Descarga (Época Seca) Descarga (Época Lluviosa) 
D3 D4 D5 D6 D7 D3 D4 D5 D6 D7 
 T3       
 T4 X X X X X 
Tratada T5 X X X X X 
 T6      
 T7      
 Tratada-Mar (Época Seca y Lluviosa) 
TCBS 
Mar (Época Seca) Mar (Época Lluviosa) 
M3 M4 M5 M6 M7 M3 M4 M5 M6 M7 
 T3          X 
 T4 X X X X X     X 
Tratada T5 X X X X X     X 
 T6          X 
 T7          X 
 Tratada-Playa (Época Seca y Lluviosa) 
TCBS 
Playa (Época Seca) Playa (Época Lluviosa) 
P3 P4 P5 P6 P7 P3 P4 P5 P6 P7 
 T3       
 T4 X X X X X 
Tratada T5 X X X X X 
 T6      
 T7      
 
 
Fuente: Elaboración propia. 
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4.2.2 Cuantificación de bacterias totales en agar TSA sin sal 
 
Las concentraciones de bacterias totales presentes en las estaciones del 
mar, indican una tendencia a disminuir hacia la época lluviosa, mientras que 
para las demás estaciones los niveles convergen en valores similares en 
cargas bacterianas, posiblemente por el efecto dilución de la lluvia. 
 
Las concentraciones de bacterias encontradas fueron superiores a las 
obtenidas con el agar TCBS, estando por debajo de exponente a la 6 ufc/ml. 
para la muestra de mar M3, y la de menor concentración correspondiendo a 
la M6 con exponente a la 2 ufc/ml., ambas fueron de marea de cuadratura 
para la época seca, disminuyendo sustancialmente en las muestras del mar 
a exponentes a la 2 ufc/ml., y a exp. 4 ufc/ml., en las aguas tratadas. 
 
Las concentraciones de bacterias totales para la zona de playa, para la 
época seca, presentaron las más altas concentraciones en el punto P4 con 
un exponente a la 4 ufc/ml., y el valor mínimo dado en el punto P6 donde no 
hubo crecimiento. En la marea de cuadratura mostró una tendencia a 
disminuir con respecto a la época lluviosa. 
 
En la época lluviosa en ambas mareas no presentan una tendencia de 
incremento sino que se mantienen las concentraciones de ufc/ml con 
exponente a la 2. 
 
Las concentraciones de las descargas en cuadratura en época seca, 
presentaron las más altas concentraciones donde D6, reportó 
concentraciones de exponente a la 5 de ufc/ml y D3 con exponentes a la 4 
ufc/ml; y para la época de lluvia en cuadratura se presentaron valores 
superiores al exponente. a la 4 ufc/ml. Comparando las concentraciones de 
las aguas tratadas en marea de cuadratura, las cargas bacterianas de T3, se 
117 
 
presentaron con exponente a la 5 ufc/ml., y T4 con exponente a la 3 de ufc-
ml. 
 
Para la época lluviosa en la misma marea en el punto de muestreo T4 tuvo 
los mayores valores, y el punto de muestreo T5 los menores con cargas 
bacterianas de exponente a la 3 de ufc/ml. Los muestreos realizados en las 
aguas tratadas en marea de sicigia el punto de muestreo T4 presenta los 
mayores valores y el punto T5 presentó valores de ufc/ml de exponente a  la 
2. En la época lluviosa los valores para la marea de sicigia se presentaron 
por debajo del exponente a la 3 ufc/ml. Siendo la estación T6 el que tuvo 
menos concentración de bacterias y el T7 mayor concentración, presentando 
exponente a la 3 (ver Figura 17). 
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Figura 17.- Bacterias Totales agar TSA sin sal por mareas y sitios de 
muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Mediante análisis de Tukey relacionando los puntos de muestreos con las 
cargas bacterianas totales obtenidas, empleando agar TSA sin sal, no se 
encuentran diferencias estadísticas que sean significativas para los puntos 
analizados en las dos épocas del año, sin embargo realizando ANOVA, se 
presentan valores de P entre 0.0364 para la época lluviosa en los puntos 
comparando Descargas con Mar y con Playa, mostrando que existen para 
esas estaciones y puntos de muestreos diferencias entre ellas, resultado que 
indican la alta carga bacteriana que manejan las descargas de laboratorios, 
posiblemente debido a la utilización de microorganismos vivos como 
probióticos o microorganismos eficientes que son agregados a los tanques 
de cultivos como profilaxis contra bacterias patógenas, los desperdicios de 
alimento no consumido que sirven de sustratos para estos incrementos (ver 
Anexo 11.1). 
 
Esta modificación fue realizada para tratar de evidenciar, si había un efecto 
de recuperación superior sometiendo las bacterias a estrés para poder ser 
viabilizadas sobre medios sólidos, esta hipótesis no ha sido sustentada 
anteriormente, solo fue expuesta como una estrategia de crecimiento 
adecuado de las bacterias. 
 
Los resultados del análisis de Tukey para las muestras de agar TSA sin sal, 
se muestran en la figura 18, a continuación. 
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Figura 18.- Análisis de Tukey para y Diagrama de barras de Bacterias 
Totales agar TSA sin sal. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
4.2.3 Cuantificación de bacterias totales en agar TSA con sal. 
 
Las cuantificaciones de bacterias totales en agar TSA con sal, se observan 
una disminución a principio de mes de la época lluviosa presentando los 
valores más bajos en concentraciones de ufc/ml inferiores a exponente a la 
3, aumentando hacia finales del mes de esta época. Esta tendencia fue 
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observada en cada una de las estaciones de mar, playa, descargas y aguas 
tratadas. 
 
Los niveles más altos de carga bacteriana al igual que en las otras variables 
se encuentran en las zonas de descargas con valores bordean el exponente 
a la 4 ufc/ml. 
 
No se encontró mayor diferencia en las concentraciones bacterianas 
comparando los agares TSA, con sal y sin sal, no logrando tener mayor 
recuperación o diferencia como se esperaba, siendo el agar con sal el que 
presentó mayores recuperaciones (ver Figura 19). 
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Figura 19.- Bacterias Totales agar TSA con sal por mareas y sitios de 
muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
Los diagramas comparativos de Tukey y barras de barras (Figura 20) entre 
los sitios de muestreos no presentan diferencias significativas entre las 
medias de  estos análisis,  lo  cual se  respalda  con  el análisis  de  varianza 
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realizado para las dos épocas, donde se obtuvo p-valores mayores a 0.05 
(ver Anexo 12.1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20.- Análisis de Tuckey y Diagrama de barras para Bacterias 
Totales agar TSA con sal por mareas y sitios de muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
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4.3 Verificación de hipótesis (Objetivo 1). 
 
 
“Correlacionar la estructura, cuantificación y variabilidad de las comunidades 
Bacterianas con los afluentes y efluentes de los laboratorios de larvas de la 
zona de Mar Bravo”. 
 
 
4.3.1 Correlación de los perfiles moleculares con sitios de muestreos 
(época seca – época lluviosa). 
 
Se relacionaron los números de bandas con respecto a las estaciones de 
muestreos de afluentes como de efluentes; se determinó que las 
comparaciones de bandas moleculares de las aguas tratadas (T) de los 
efluentes de la época seca), guardaron una relación directa entre ellas, 
manteniendo una significancia con p-valor menores a 0.05. Las muestras de 
descargas guardaron una relación, según la matriz de correlaciones, en su 
número de bandas a excepción de la descarga D5, que presentó poca 
correlación respecto a las demás estaciones a pesar de que su p-valor es 
menor a 0.05 (ver Figura 21 y Anexo 13). 
 
La matriz de correlación para los afluentes, denominados como mar y playa, 
se observaron que estos guardan mayor relación entre las bandas 
moleculares de ADN y los diferentes sitios analizados, siendo solo el punto 
M2, correspondiente a uno de los controles, el que no presenta una 
correlación con ninguna de las demás estaciones, lo cual justifica su p-valor 
mayor a 0.05 (ver Figura 21 y Anexo 13.1). 
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Figura 21.- Resultados de matriz de correlación y matriz de 
significancia, de bandas con sitios de muestreos. 
Fuente. Elaboración propia.  
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Los perfiles moleculares de ADN durante la época lluviosa disminuyen su 
correlación entre los sitios de muestreos en comparación con la época seca, 
donde el comportamiento entre estaciones fue mucho más fuerte. La figura 
22 nos muestra que las aguas tratadas no guardan una correlación con los 
demás sitios de muestreos, de igual forma las descargas de los laboratorios 
presentan una correlación, sin embargo este no es significativa (ver Anexo 
14 y 14.1). Solamente la estación M6, ubicada en el Mar presenta una fuerte 
correlación con el control M1, P6 y P3 ubicados en la playa, y D3 en la zona 
de descargas. De igual forma el control M1 presenta correlación significativa 
con las estaciones P3 y D3. Finalmente, P3 se correlaciona muy fuertemente 
con las estaciones P6, el control M1 y la estación M6 ubicada en el mar. 
 
No se encontró una distribución uniforme de las correlaciones en los perfiles 
moleculares de ADN durante la época lluviosa, tal como se observa en la 
figura 22. 
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Figura 22.- Resultados de matriz de correlación y matriz de significancia 
de bandas con sitios de muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
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4.3.2 Correlación de la variabilidad bacteriana con sitios de muestreos 
de TCBS (época seca – época lluviosa). 
 
Las matrices de correlaciones realizadas para las bacterias del género 
Vibrios en agar TCBS con respecto a los sitios de muestreos de efluentes, 
presentan correlaciones bajas para las concentraciones de unidades 
formadoras de colonias por ml., para la época lluviosa, presentándose 
algunos valores negativos. Para el caso de los afluentes las correlaciones 
para vibrios en la época lluviosa fue superior que para la época seca (ver 
Figura 23 y 24). 
 
 
 
Figura 23.- Correlación de las cargas bacterianas de vibrios con los 
sitios de muestreos en la época lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia 
 
 
 
Para la época seca, los efluentes presentaron las mayores correlaciones 
positivas entre los puntos T4 y T5; D5 y D6; D3 y D4 y entre T6 con D3 y D4, 
129 
 
por otro lado se presentaron mayores correlaciones negativas en los 
afluentes, lo que nos indican que las carga de Vibrios para la época seca no 
guardaron una simetría entre las concentraciones de bacterias encontradas 
con respecto a las estaciones de muestreos (ver Figura 23). 
 
 
 
 
Figura 24.- Correlación de las cargas bacterianas de vibrios con los 
sitios de muestreos en la época seca. 
Fuente. Elaboración propia 
 
 
 
Las correlaciones que mostraron los Vibrios en los sitios de muestreos, se 
determinaron que para la época lluviosa se encontraron diferencias 
significativas entre las muestras de descargas y tratadas, así como las 
muestras de playa o zona de rompiente con las descargas. Para el caso de 
las muestras analizadas en la época seca, no presentaron diferencias 
significativas entre las aguas tratadas con respecto a las muestras de 
control, mar descargas tratadas y playa. 
130 
 
4.3.3 Correlación de la variabilidad bacteriana totales con sitios de 
muestreos de TSA sin sal. (Época lluviosa). 
 
Las correlaciones para las bacterias totales con agar sin sal, presentaron 
para la época lluviosa alta correlación siendo esta significativa en todos los 
puntos del muestreo, siendo el punto P6 , el que presentó el más bajo valor 
de correlación. Se observa que las estaciones ubicadas en el mar, muestran 
una correlación negativa respecto a los demás grupos de estaciones (ver 
Figura 25). 
 
 
 
 
Figura 25.- Correlación de las cargas bacterianas TSA sin sal con los 
sitios de muestreos en la época lluviosa. 
Fuente: Elaboración propia. 
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4.3.4 Correlación de la variabilidad bacteriana totales con sitios de 
muestreos de TSA sin sal. (Época seca). 
 
Las correlaciones bacteriana para la época seca, en los diferentes sitios de 
muestreos, a pesar de que presentaron diferencias significativas, siendo su 
valor p altamente significativos, sin embargo tuvieron puntos de 
correlaciones negativas, en los puntos M5, M4, M1, M2, T7, T4, T3 y D3 (ver 
Figura 26). Al igual que para el género Vibrio no se observa una clara 
distribución uniforme en las correlaciones entre los diferentes sitios de 
muestreos. 
 
 
 
 
Figura 26.- Correlación de las cargas bacterianas de bacterias totales 
sin sal con los sitios de muestreos en la época seca. 
Fuente. Elaboración propia. 
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4.4 Verificación de hipótesis (Objetivo 2) 
 
 
“Asociar los perfiles moleculares de las bacterias de efluentes de la zona de 
Mar Bravo,  con el manejo  de laboratorio de larvas”. 
 
 
4.4.1 Asociación de los perfiles moleculares con la producción larvaria. 
 
De acuerdo a la información recuperada de los datos de producción de cada 
uno de los laboratorios, se los categorizó según su volumen operativo de 
producción de post-larvas de camarón total en laboratorios considerados 
como de alta y baja producción, y además en base a sus instalaciones, a los 
millones de larvas producidas por litro de agua y la supervivencia final en 
cada ciclo productivo. Dicha relación se estableció considerando el volumen 
de agua total usado en la producción, así como los recipientes o tanques de 
cultivo con su densidad de siembra de post-larvas de camarón por litro. La 
infraestructura los laboratorios analizados se encuentran detallados en el 
anexo 15. 
 
Los laboratorios 3 y 4 al poseer una capacidad operativa mayor a 100 
millones de larvas por litro por corrida mensual se los clasificó como 
laboratorios de alta producción; mientras que los laboratorios por debajo de 
esta producción (Laboratorios 5, 6 y 7) se los clasificó como laboratorios de 
baja producción (ver Figura 27). 
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Figura 27.- Producción larvaria de los 5 laboratorios durante los 8 
muestreos en la zona de Mar Bravo. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Los diagramas de PCA para las estaciones de los efluentes (descargas 
directas y descargas tratadas) indican una pobre relación entre las 
estaciones de descarga con los perfiles de bandas moleculares y la 
producción larvaria tanto para la época seca y lluviosa. No se observa una 
distribución marcada por la producción entre los laboratorios, cada uno 
presenta una variabilidad diferente entre sí. Al no existir una estrecha 
relación entre las bandas y la producción larvaria para las estaciones de 
descarga muestreadas nos indica la posibilidad de uso de diferentes 
productos de tipo probiótico o fuentes de carbono que diferencian los 
diferentes protocolos de trabajo de los laboratorios analizados (ver Figura 
28). 
  
134 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28.- Análisis de componentes principales asociando los perfiles 
moleculares con la productividad de los diferentes laboratorios, tanto 
para la zona de descarga (arriba) y descarga tratada (abajo). 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Durante la época seca, las descargas tratadas de los laboratorios T4, T6 y 
T7 presentan perfiles de bandas moleculares similares en la extracción de 
ADN bacteriano analizado. Las descargas tratadas del laboratorio 5 (T5) son 
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diferentes a las demás debido a que ellos realizan un tratamiento extra, en 
relación a los demás laboratorios, antes de verter sus aguas al canal común. 
 
Sin embargo, para esta estación lluviosa la similitud de bandas de ADN 
bacteriano por DGGE en el resto de aguas tratadas de los otros laboratorios 
presenta un efecto de comportamiento homogéneo debido a la presencia de 
aguas lluvias que comunican los desagües entre sí (ver Figura 28). 
 
4.4.2 Identificar regiones bacterianas vibrionaceas conservadas en 
bacterias aisladas de afluentes y efluentes. 
 
Las amplificaciones de ADN con primers del 16 sDNA para partes 
conservadas de bacterias con los primers 968 F y 1378 R, permitieron una 
amplificación del genoma de las bacterias aisladas. Todas las 132 bacterias 
aisladas tuvieron una amplificación de ADN bacteriano que permitió su 
utilización para el método de DGGE, metodología que permitió definir el 
número de bandas de cada muestra. (Figura 29). 
 
Figura 29.- Prueba de iniciadores 968 F y 1378 R en gel de agarosa (A) y 
Gel de Poliacrilamida DGGE. 
Fuente. Elaboración propia. 
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4.4.3 Análisis componentes principales (PCA) de bandas moleculares 
por PCA de afluentes y efluentes  por época seca y lluviosa. 
 
Análisis de las bandas con sitios de muestreos de afluentes y efluentes por 
componentes principales se determinó que en la época seca en las 
comparaciones que se hicieron para los afluentes (mar y playa), guardan 
una estrecha relación entre sí, abarcando en el cluster todos los puntos de 
playa, con una misma tendencia de bandas, así como los puntos de mar, y 
controles (M1 y M2). Los únicos puntos de Mar que no guardaron relación 
alguna entre ellas fueron M3, M4 y M5. La superposición de bandas sobre 
los sitios de muestreos indican la tendencia de mayor presencia, es decir, la 
zona donde se encuentran la mayoría de las bandas (ver Figura 30). 
 
 
 
 
Figura 30.- Análisis de PCA de bandas moleculares y bacterias de 
Afluentes P-M, Época seca. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Esta misma evaluación para la época lluviosa, se observa que los puntos de 
muestreos con respecto a las bandas, no guardan una simetría como se 
observó en la época seca, sin embargo se trata de agrupar a las muestras  
de Mar, donde los puntos M5, M7 y M3 guardan similitud entre sus bandas 
con respecto al control M2, no siendo igual a las bandas encontradas en el 
control M1, quien se mantuvo aislado de la agrupación mencionada. El punto 
M4, se mantuvo muy aislado con respecto a los otros puntos muestreados, 
lo cual indica una presencia de bandas diferentes a las demás estaciones. 
Los puntos analizados de playa guardaron similitud entre los puntos P5 y P7, 
y asi mismo, P3 y P6 se agruparon pero con una serie de bandas diferentes 
al grupo anterior. (Ver Figura 31). 
 
 
 
 
Figura 31.- Resultados de PCA de bandas moleculares con Afluentes M- 
P, época lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Los análisis realizados a los efluentes con respecto a las bandas 
moleculares obtenidas, analizando para la época seca se observan que para 
las muestras de descargas guardan una estrecha  relación  entre  ellas  y 
para  las aguas tratadas las T7, T4 y T6; mientras que las aguas tratadas T3 
Y T5 son muy diferentes. Se determinaron las bandas analizadas que 
guardan mayor tendencia hacia el cuadrante en que está la mayoría de las 
bandas (ver Figura 32). 
 
 
 
 
Figura 32.- Resultados de PCA de bandas moleculares con Afluentes T-
D, época seca. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Los análisis de componentes principales para efluentes en la época lluviosa 
guardan una estrecha similitud entre las bandas encontradas en las 
muestras de aguas tratadas, y estas a su vez con la Descargas D5, siendo 
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totalmente distintas a las encontradas en las aguas de Descargas, D3, D4, 
D6 y D7 (ver Figura 33). 
 
 
 
 
Figura 33.- Resultados de PCA de bandas moleculares con Afluentes D-
T época lluviosa. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
Observando los índices de diversidad beta con respecto a las bandas 
moleculares obtenidas por la metodología DGGE, fueron comparadas en los 
cuatro muestreos donde se realizaron las extracciones de ADN, y 
comparados con los promedios por épocas de los sitios analizados. 
 
Es claro notar que la mayor diversidad de bandas está presente en los sitios 
de descargas tratadas y Mar para la época seca con un índice mayor a 1.5, 
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marcado por la línea roja (ver Figura 34), mientras que los valores más bajos 
de diversidad estuvieron presentes en los sitios de control, playa y descarga. 
 
Por otro lado, para la época lluviosa el índice de diversidad (marcado por la 
línea azul, ver Figura 34) es menor en cada sitio de muestreo en 
comparación con la época seca manteniendo relación con la mayor cantidad 
de unidades formadoras de colonias por ml para esa época. Su valor está 
por debajo   de 1.5, siendo el la menor diversidad de bandas encontrada en 
la zona de descargas tratadas. 
 
 
 
 
 Figura 34.- Variabilidad del índice de diversidad Beta durante las cuatro 
salidas de registro de ADN bacteriano. 
Fuente. Elaboración propia. 
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Índices de riqueza (alfa promedio y gamma) para cada una de las estaciones 
fueron analizados previamente al índice Beta, para cada época y puntos de 
muestreos con el fin de encontrar un índice de diversidad de bandas general 
que explique la diversidad de los sitios muestreados, donde se obtuvo un 
índice de diversidad gamma de 423 bandas diferentes y presentando 
diferentes valores de alfa promedio según los sitios muestreados (ver Anexo 
16.1, 16.2, 16.3 y 16.4). 
 
4.4.4 Variabilidad bacteriana de los afluentes y efluente dendrograma 
de Pearson. 
 
El árbol filogénico de las muestras amplificadas con la región conservada 
bacteriana empleando los primers F968GC y R1378, fueron comparadas de 
acuerdo a la comparación de las bandas referenciales del marcador 
seleccionado de entre las muestras, seleccionando sus bandas como la guía 
para determinar la comparación del perfil molecular de las diferentes 
muestras analizadas. 
 
Estos árboles fueron trabajados empleando el programa gel compare II, 
solicitado del Internet con licencia limitada, lo que permitió comparar todas 
las bandas de los geles obtenidos por duplicado y analizados con el índice 
de Pearson, mostrando la agrupación por especies diferentes. Las 
agrupaciones o clusters observados en el dendrograma definieron 
similitudes entre puntos de muestreos que permitieron determinar que las 
muestras que se encuentran más cercanas formaron 8 clusters, agrupando a 
bandas moleculares de muestras de la misma época (ver  Anexo 17). 
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4.5 Verificación de hipótesis. (Objetivo 3) 
 
 
“Identificar que existen genes patógenos de regiones bacterianas 
vibrionaceas conservadas en bacterias aisladas de afluentes y efluentes de 
laboratorios de larvas”. 
 
 
4.5.1 Genes de toxinas en bacterianas vibrionaceas aisladas de 
afluentes y efluentes. 
 
Los análisis realizados para la detección de los tres genes patógenos de las 
132 bacterias aisladas, fueron analizados con primers específicos para las 
toxinas Tdh,Trh y Tox, no lograron amplificar ninguna banda de ADN 
genómico para los genes de toxinas anteriormente nombrados, con esto se 
demostró que no hay reconocimiento de ningunas de las bacterias 
analizadas portaban el gen tóxico de Vibrio parahaemolyticus. Se evidenció 
que todas las manipulaciones fueron trabajadas con los controles 
adecuados, no detectándose amplificación en el amplicón esperado para 
ninguna de las cepas analizadas. Hubieron 17 cepas que presentaron en su 
visualización en el gel, un posible ruido diferente al amplicón, sin embargo se 
procederá con la secuenciación, como estudio distinto a este trabajo. Fotos 
de amplificación pueden ser evidenciadas en la figura 35. 
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Figura 35.- Amplificaciones bacterianas para los genes Tox y genes 
TDH. TRH en bacterias. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
4.6 Verificación de hipótesis (Objetivo 4). 
 
 
“Demostrar las relaciones entre las variabilidad bacteriana de los afluentes y 
efluente con los parámetros químicos de los laboratorios de larvas de la 
zona de Mar Bravo”. 
 
 
4.6.1 Correlaciones de bacterias con respecto a los sitios de muestreos 
y a la estación del año. 
 
Para conocer las relaciones existente entre las variables bioquímicas frente 
a las concentraciones bacterianas, se desarrolló un modelo lineal 
generalizado (glm) con el objetivo de establecer la variable química que 
exprese en mayor medida el comportamiento de esta variable. 
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Inicialmente se aplicó este modelo estadístico de manera individual para 
cada muestreo realizado en la zona de estudio, para época seca y época 
lluviosa; de manera continua se aplicó a nivel de estación del año y 
finalmente se aplicó en las diferentes mareas para determinar el impacto de 
estas variables con respecto a éstas. 
 
Los diagramas de densidad muestran que durante la época seca se 
presentaron las mayores concentraciones de carga bacteriana en 
comparación con la época lluviosa para los tres agares (TCBS, TSA con sal 
y TSA sin sal). La variable salinidad en el agar universal TSA presentó 
mayores valores de carga bacteriana con mayor frecuencia en comparación 
con el que no se le incorporó esta variable (Ver anexo 18.1). 
 
El análisis de densidades de probabilidad para los parámetros químicos, 
indican una mayor probabilidad de ocurrencia de niveles de carbono entre 
0.02 y 0.04% para la época seca y de 0.02 a 0.06% para la lluviosa 
indicando un aumento en los niveles hacia esta última. 
 
Los niveles de clorofila se presentaron con mayor frecuencia entre 0 y 25 
mg/m³ para la época seca, mientras que aumenta hacia la época lluviosa 
llegando a niveles con mayor probabilidad de ocurrencia cercanos a 50 
mg/m³. 
 
Los valores para DQO con mayor probabilidad de ocurrencia para la época 
seca oscilan entre 500 a 1200 mgO2/l y para la época lluviosa van desde 
800 a 1800 mgO2/l observándose un marcado crecimiento hacia la época 
lluviosa. 
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Respecto a DBO, no se observó una mayor variación en el rango de datos, 
ya que el diagrama de densidades muestra una mayor probabilidad de 
ocurrencias entre niveles que van de 0 a 40 mgO2/l (ver Anexo 18.2). 
4.6.2 Análisis de Correlación de Vibrios con respecto a variables 
químicas. 
 
Comparaciones de medias entre las unidades formadoras de colonias por ml 
y los parámetros químicos, clorofila y carbono, demuestran por análisis de 
varianza una diferencia significativa en las medias con p-valores menores a 
p 0.05, para ambos parámetros en las dos salidas correspondientes al mes 
de agosto, demostrando por el modelo lineal generalizado que el parámetro 
clorofila fue estadísticamente significativo al ser comparado con TCBS con 
un p-valor de 0.011 y 0.027 durante la primer y segunda salida de agosto, 
siendo su correlación significativa de 0,82 y 0,89 para cada una de las 
salidas, esto indica  una  dependencia  directa  de  un  parámetro  con  
respecto  al    otro, indicando un incremento de Vibrios con el incremento de 
esas variables (ver Anexo  18.3, 18.4 ,20.5 y 18.6). 
 
En la primera salida del mes de septiembre no existieron diferencias entre 
las medias de los dos parámetros analizados, ni tampoco correlación (ver 
Anexo 18.7 y 18.8), sin embargo para la segunda salida del mes de 
septiembre existen por análisis de varianza diferencias significativas 
menores 0.05, tanto para carbono como para clorofila (ver Anexo 18.9). 
Comparando las variables con el modelo lineal generalizado solo la variable 
clorofila explica el comportamiento de la carga bacteriana (agar TCBS) 
demostrado en un p- valor de 0.002 y con una correlación de 0,85 (ver 
Anexo 18.10). 
 
Para la primera salida de noviembre no se observaron diferencias 
estadísticas significativas en las medias analizadas por varianza de los 
parámetros químicos DBO, DQO, Clorofila y Carbono con respecto a las 
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cargas de Vibrios en TCBS, bacterias totales en TSA con sal y sin sal (ver 
Anexo 18.11). Análisis de las variables con el modelo lineal no presenta a la 
carga bacteriana de los tres agares como dependiente de las variables 
químicas propiamente dichas, solo existe correlación entre clorofila y Vibrios 
en agar TCBS con un valor del 
0.82 pero esta no es significativa debido a que el p-valor de esta relación es 
superior a 0.05 (ver Anexo 18.12). 
 
La segunda salida de noviembre mediante análisis de varianza comparativas 
de las muestras de TCBS con los parámetros químicos analizados, si se 
observaron diferencias significativas con las medias de los parámetros 
carbono, clorofila y DBO con p-valores menores a 0.05, mientras que con 
DQO no se obtuvo diferencias significativas debido a que su valor p-valor fue 
de 0.21. El análisis de varianza para conteos de bacterias realizadas en agar 
TSA con sal y TSA sin sal, para esa salida no presentaron diferencias entre 
sus medias, a excepción de carbono (ver Anexo 18.13). Sin embargo 
trabajando con el modelo lineal generalizado todos los parámetros  químicos 
comparados con TCBS para Vibrios presentaron diferencias significativas 
con una correlación del 0.96 para carbono y del 0.68 para DBO. Los 
modelos lineales generalizados, en las bacterias en agar TSA sin sal y con 
sal, no mostraron diferencias significativas, pero presentaron una correlación 
positiva con carbono del 0.98 y 0.975 respectivamente, sin embargo no es 
una correlación significativa porque su p-valor es mayor a 0.05; con clorofila 
para esta salida no se presentó correlación y se obtuvo una correlación con 
DBO5 de 0.70  para cada uno de los agares TSA analizados (ver Anexo 
18.14). 
 
Los análisis de varianzas realizados para los muestreos de época lluviosa, 
para la primera salida para las comparaciones entre parámetros químicos y 
bacterias en agar TCBS, no presentaron diferencias significativas entre sus 
medias, para las bacterias sembradas en agar TSA sin sal, presentaron 
diferencias entre carbono y DB05, no así con los otros parámetros. Para el 
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agar TSA con sal solo se obtuvo diferencias por ANOVA para DQO con p- 
valor de 0.044 (ver Anexo 18.15). Comparando estos parámetros con el 
modelo lineal generalizado no arrojó mayor dependencia de las cargas 
bacterianas en los diferentes agares con respecto a los parámetros químicos 
analizados, sin embargo los análisis de correlación muestran una tendencia 
positiva, pero no significativa para el parámetro carbono con TSA sin sal en 
un 0.86 (ver Anexo 18.16). 
 
Para la última salida de muestreo coincidiendo con la época lluviosa el 
análisis de varianza fue significativo entre las muestras sembradas en agar 
TCBS y los parámetros químicos de carbono y DQO con un p-valor menor a 
2E-16, para las comparaciones del agar TSA sin sal presentaron diferencias 
significativas entre sus medias para todos los parámetros químicos 
analizados, y solamente encontrándose diferencia entre las comparaciones 
realizadas para TSA con sal y DBO5. (Ver Anexo 18.17). 
 
Aplicando el modelo lineal generalizado se observa que las comparaciones 
con TCBS presentaron dependencias significativas entre Carbono y DQO, 
presentando correlaciones significativas y negativas. Para las 
comparaciones de TSA sin sal las dependencias fueron significativas para 
todos los parámetros químicos, pero sólo se logra una correlación de un 0.80 
con el parámetro DQO. Las interpretaciones realizadas para TSA con sal no 
presentaron dependencias significativas, ni correlaciones en esta salida (ver 
Anexo 18.18). 
 
Conociendo las significancias y correlaciones para cada muestreo realizado, 
se buscó determinar la relación de las variables de Vibrios en agar TCBS 
con los parámetros químicos respecto a las épocas del año, tanto seca como 
lluviosa, donde se pudo establecer que por análisis de varianza (ver    Anexo 
19) y la comparación del modelo lineal generalizado, no existieron 
diferencias significativas entre sus medias para los cuatro parámetros 
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químicos probados. Sin embargo se pudo encontrar correlación positiva 
entre los datos de Vibrios en TCBS y clorofila en un 0.82 para la época seca 
aunque no es una correlación significativa (ver Anexo 19.1). 
 
El análisis de ANOVA para la época seca no presentaron diferencias 
significativas comparando las medias de los parámetros químicos con TSA 
con sal y TSA sin sal (ver Anexo 19). El modelo lineal generalizado tampoco 
arrojó dependencia significativas entre los parámetros químicos y las 
bacterias totales (ver Anexo 19.1). La interpretación de resultados para la 
época lluviosa de los Vibrios en agar TCBS y TSA con sal por ANOVA, no se 
encontraron diferencias significativas, no ocurriendo lo mismo con TSA sin 
sal que si presentó diferencias estadísticas significativas con Clorofila, DBO5 
y DQO (ver Anexo 20). Los modelos aplicados demuestra que la carga 
bacteriana en agar TCBS presentan una dependencia de las variables 
químicas DBO y DQO con p-valores menores a 0.05, aunque solamente 
existe una correlación significativa con DBO5 de 0.65; la carga bacteriana en 
agar TSA sin sal muestra dependencia con Carbono, DQO y DBO5, esta 
última con una correlación significativa y negativa de 0.60; mientras para el 
agar TSA con sal no hubo mayor dependencia y correlación respecto a los 
parámetros químicos (ver Anexo 20.1). 
 
Tomando los valores de las unidades formadoras de colonias, comparadas 
con los parámetros químicos y estos a su vez con las mareas de sicigia y 
cuadratura, indican que por análisis de varianza se encontraron diferencias 
significativas de los Vibrios con respecto a la DBO5. En las bacterias 
obtenidas en agar TSA sin sal y TSA con sal todos los valores de ANOVA 
fueron estadísticamente diferentes con respecto a la marea de sicigia. En el 
análisis de los datos con el modelo lineal generalizado con TCBS, no 
presentaron diferencias significativas, pero con TSA sin sal fueron 
estadísticamente diferentes los valores de bacterias totales con carbono y 
DQO, presentando p-valores menores a 0.05. Los análisis de TSA con sal 
presentaron dependencia entre carbono, DBO y DQO para la marea de 
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sicigia. La matriz de correlación presentó valores de correlación promedio de 
0,62 con Carbono en ambos agares TSA (ver Anexo 21.1). 
 
Análisis de varianza para cuadratura indicaron que existen diferencias  entre 
Vibrios en TCBS con DBO y clorofila, con p-valores menores a 0.05. 
 
Las bacterias de agar TSA sin sal presentaron p-valores de 1, no siendo 
diferentes entre ellas, aunque no es un resultado como se ha obtenido en los 
otros análisis, estos valores se mantienen a pesar de haber corrido esta 
relación varias veces en el programa estadístico R. Para las bacterias en 
TSA con sal presentaron diferencias significativas con clorofila. Resultados 
analizados con el modelo no presentaron diferencias significativas entre los 
parámetros, los datos de correlación entre TCBS y clorofila fue del 0.68, 
aunque no es una correlación significativa se la presenta como una 
tendencia para su interpretación  (ver Anexo 22 y 22.1). 
 
 
4.7 Verificación de hipótesis: (Objetivo 5). 
 
 
“Comprobar los intervalos de resistencia o sensibilidad de las bacterias de 
afluentes y efluentes de la zona de Mar Bravo”. 
 
 
4.7.1 Determinación de la luminiscencia en los sitios de muestreos. 
 
El porcentaje de cepas bioluminiscentes presentes, en mayor cantidad en el 
mar (X=3%) y la playa (X=8%); no repercute en las cantidades presentes en 
las aguas de descargas (X=1%) y descargas tratadas (X=2%) de los cultivos, 
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lo que nos indica que la comparación de luminiscencia con una señalización 
de quórum sensing o comunicación entre bacterias se da, está se encuentra 
de manera natural en los sistemas naturales, es así que relacionar con una 
causa directa de patogenicidad si son encontradas en los sistemas 
productivos, podría estar relacionada más con inconvenientes de manejo 
durante los cultivos (ver Figura 36). 
 
 
 
 
Figura 36.- Porcentaje de luminiscencia en los sitios de muestreos. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
4.7.2 Determinación morfológica de las bacterias aisladas. 
 
Los resultados del análisis morfológico de las cepas las 132 cepas 
bacterianas aisladas determinaron que las cepas con forma de bacilos 
predominaron junto con los diplobacilos, 38% y 47,3% respectivamente, 
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seguido por estreptobacilos (9,3%) y con menor prevalencia los tetracocos 
(5,4%). Es notable que ciertas morfologías varían notablemente entre una 
época y otra (figura 37), como el caso de la disminución de diplobacilos y 
aumento de bacilos para la época húmeda, así mismo un aumento de 
tetracocos para esta época y disminución de estreptobacilos. 
 
 
 
 
Figura 37.- Determinación morfológica de bacterias por época del año. 
Fuente. Elaboración propia. 
 
 
 
4.7.3 Identificación bioquímica de las cepas bacterianas aisladas. 
 
Las identificaciones bacterianas realizadas a las 132 cepas cepas aisladas 
de las muestras de aguas, tanto de la estación lluviosa como de la estación 
seca, se logró determinar que existieron cepas predominantes durante todo 
el año, como es el caso de Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi y Vibrio 
parahaemolyticus; a diferencia de Vibrio tubiashi y Vibrio vulnificus que no se 
encuentran en la época de transición; y el caso de Vibrio parahaemolyticus 
que se encuentra en época seca, luego desaparece y posterior en la época 
húmeda aumenta significativamente su presencia. Dato interesante que la 
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cepa de Vibrio parahaemolyticus se encontró en un 54% en las bacterias 
aisladas en la época seca disminuyendo a un 17% para la época lluviosa. 
Dicho género y especie fue de gran interés para este estudio, ya que a pesar 
de encontrarse en condiciones normales en los medios naturales, sus 
modificaciones por condiciones de estrés o de manejos pudieron ser 
condicionantes para modificaciones de su patogenecidad (ver Figura 38 y 
Anexo 23 y Anexo 24). 
 
 
 
Figura 38.- Identificación bioquímica de las cepas. 
Fuente. Elaboración propia 
 
 
4.7.4 Comprobar los intervalos de resistencia o sensibilidad de las 
bacterias de afluentes y efluentes de la zona de Mar Bravo 
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Las cepas bacterianas presentaron una resistencia ante los antimicrobianos 
utilizados en pruebas de sensibilidad (Gráfico 7), presentaron resistencia a 
los antibióticos tales como Amoxicilina (30µg)-(AX) (65%±5%), Mycomicina 
(30µg)-(MY) (48%±5%) Kanamicina (30µg)-(K) (11%±5%), y Oxitetraciclina 
(30µg)-(Oxi) (20%±5%). En el gráfico no se toman en cuenta los siguientes 
antibióticos: Florfenicol (30µg), Norfloxacino (10µg), Ciprofloxacino (5µg) y 
Enrofloxacina (5µg); estos resultaron altamente efectivos durante los 
muestreos (90±10%) (ver Anexo 25). 
 
Los resultados de sensibilidad de los diferentes microorganismos 
identificados bioquímicamente muestran cepas como V vulnificus y V 
tubiashii, presentaron resistencia de 100% frente a antibióticos como 
amoxicilina, seguido por V splendidus, V. angulillaron con resistencia al 
mismo antibiótico con un promedio superior del 70%. El Vibrio marinus 
presentó una resistencia del 100% contra florfenicol; de la misma manera 
presentaron resistencia en promedio superior al 30% V. alginolyticus, V. 
harveyi así como V. anguillarum , V. splendidus , mientras que V. nereis, V. 
dansella presentaron resistencias del 50%. Para el caso del V. 
parahaemolyticus presentó 48% para amoxixilina, 7% a oxitetraciclina, y un 
3% para el resto de los antibióticos utilizados, haciendo a esta cepa la 
posible cepa problema en los sistemas productivos (ver Anexo 25). 
 
Los análisis de sensibilidad y resistencia, analizados según la época del año, 
se observó que en la época seca se presenta mayor resistencia en 
comparación con las bacterias de la época lluviosa expuestas a los 
diferentes antibióticos, manteniéndose la respuesta según lo expresado 
anteriormente. (Ver Anexos 26 y 27). 
 
Análisis de sensibilidad indicaron que la tendencia de la respuesta de 
sensibilidad y resistencia fue incrementando a medida que esta se acerca a 
los cambios de estaciones climáticas (ver Figura 39). 
154 
 
 
 
 
 
Figura 39.- Resultados de sensibilidad de los muestreos realizados. 
Fuente. Elaboración propia. 
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CAPÍTULO 5: IMPACTOS (OPCIONAL) 
 
 
 
5.1 Propuesta para la solución del problema. 
 
 
Con esta propuesta se buscó cuantificar las bacterias del género Vibrio en el 
mar (bacterias viables) y en las descargas que producen los laboratorios de 
larvas de camarón e investigar si existe o no un impacto indirecto sobre los 
cuerpos naturales. 
 
Con la ayuda de la técnica de PCR, se buscó determinar cuáles son los 
perfiles moleculares de las bacterias de los afluentes y efluentes, de 
bacterias no viables, que no crecen directamente sobre los agares y se 
determinó si los perfiles moleculares de los sitios muestreados son similares 
o en realidad se demostró si hay una variabilidad en las bandas de ADN, que 
indiquen que existen diferentes bacterias en los sitios. Para la determinación 
de los genes de toxinas de Vibrio parahaemolyticus se analizaron 132 
bacterias y se buscó por PCR si amplificaron con los primers específicos, 
genes que puedan ser responsables de las mortalidades en los laboratorios 
de larvas. Además se experimentó la sensibilidad que presentaron las 
bacterias aisladas frente    a antibióticos, y a los genes de toxinas de la 
cepas de Vibrio parahaemolyticus, teniendo un conocimiento y control de 
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estos sistemas, para actuar en caso de presentarse problemas como el 
síndrome de mortalidad temprana. 
 
Los reportes de datos ambientales reportaron su relación con la 
estacionalidad del año, así como sus fluctuaciones con respecto a las más 
altas mareas de sicigia y cuadratura, lo que proporcionó a los productores de 
larvas, estrategias que permitieron planificar sus horas de bombeo. 
 
Es evidente que en varias ocasiones estacionales las mortalidades se 
acentúan en los laboratorios de larvas, razón por la que se trató de 
relacionar los parámetros químicos con las posibles fluctuaciones de 
bacterias del género a estudiar. 
 
 
5.2 Costos de implementación de la propuesta. 
 
 
Los costos de implementación de la propuesta se fundamentan en los gastos 
que implican los muestreos, los análisis microbiológicos, de biología 
molecular, de clorofila y carbono, así como la compra de reactivos, logística 
según el cumplimiento del cronograma establecido. Anexo 4, encontrará las 
proformas referentes a los materiales para análisis de Biología molecular. 
 
 
5.3 Beneficios que aporta la propuesta. 
 
 
En la actualidad la producción de larvas a nivel país se encuentra en un 
promedio de 5300 millones de post larvas por mes, cuyo valor por post 
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larvas va de $ 2 a $ 2.5 por millar de larvas producidas, su valor varía de 
acuerdo a si el laboratorio de maduración, que vende los nauplios tiene un 
programa genético para sus larvas. El sector marca la demanda de los 
nauplios según la procedencia estos, lo que hace un distintivo para la 
siembra en cada laboratorio, por preferencias de los clientes. 
 
Debido a que los precios de camarón se han visto reducidos por la gran 
entrega de productores asiáticos, afectando las densidades de siembra la 
producción normal se ha visto afectada con una reducción del 30 %, de la 
producción normal del sector, lo que conlleva a la modificación de la cifra 
anterior  a 3700 millones de postlarvas mes. 
 
De esa producción en la zona de Mar Bravo se produce el 70 % de toda la 
producción nacional de post larvas de camarón hasta estadios de pl 12, los 
costos de las postlarvas va a depender del tamaño del laboratorio que la 
produce, si las larvas corresponden a maduraciones con programas de 
selección genética, si son larvas son certificadas orgánicas, entre otros 
requerimientos. 
 
Si logramos detectar, cuantificar la existencia de bacteria y sus posibles 
genes, se puede ayudar a que mejoren sus estrategias de manejo ayudando 
a mantener un manejo más amigable con el medio ambiente, ayudando a 
incrementar al menos en un 20 % de lo que se produce actualmente. 
 
Si asumimos que se producen los 3700 millones de postlarvas al mes y 
mantenemos una supervivencia del 60%, estamos generando 2.220.000 de 
post larvas por mes, proporcionando un ingreso neto de $ 4´440.000 si 
logramos tener un control e incremento en la producción en un 20 % mas, 
80% supervivencia final, eso equivaldría a una ganancia de 960.000 de post 
larvas por mes, correspondería a un ingreso de $ 5´920.000, dando una 
ganancia diferencial de $1´480.000 dólares por mes. Si a esto le 
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incrementamos ciertos impuestos o aporte para el desarrollo de trabajos de 
bioseguridad, podríamos proyectar el siguiente: 
 
Cuadro 17.- Resultados de DBO y DQO de los afluentes y efluentes. 
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x 
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x 
 
Aporte del Gobierno 
0.1% 
 
 
x 
 
 
x 
 
 
x 
  
 
 
x 
 
Fuente. Elaboración propia 
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CONCLUSIONES. 
 
Después de la realización de esta investigación, dando cumplimiento a los 
objetivos planteados, concluimos dando respuesta a todas las hipótesis 
planteadas de la siguiente manera: 
1. Las cuantificaciones bacterianas realizadas en para el agar TCBS 
para el género Vibrio, presentó mayor carga en la época lluviosa, 
siendo los valores más altos de exponente a la 5 ufc-ml para las 
aguas tratadas seguidas de aguas de descargas, la playa presentó 
valores más bajos de este género en muestras de aguas tratadas y en 
playa, viéndose un incremento en la carga bacteriana en el mar. 
Para la época lluviosa las cargas bacterianas se redujeron en las 
muestras Tratadas, playa y el mar se incrementó. 
 
2. Análisis comparativos entre las medias mediante ANOVA –prueba de 
Tuckey, determinó que para las bacterias del género Vibrios en la 
época seca presentaron diferencias significativas para las aguas 
tratadas con respecto a las descargas, playa, control y Mar. En la 
época lluviosa las medias de los conteos de Vibrios de las Descargas 
fueron estadísticamente diferentes a la playa y a las aguas tratadas. 
 
3. Las cargas bacterianas de bacterias totales en agar TSA con sal o sin 
sal, mediante análisis de ANOVA y Tuckey en la época seca no 
presentaron diferencias significativas, para la época lluviosa sus 
medias con el agar TSA con sal presentaron diferencias significativas 
entre descargas y tratadas con respecto a los demás puntos 
analizados. 
 
4. La determinación de la estructura molecular mediante el método de 
DGGE, proporcionó un índice gama de 423 diferentes bandas en el 
total de las muestras analizadas, siendo solo 52 de estas bandas 
similares entre los puntos de afluentes y efluentes analizados. Los 
valores de índices de diversidad beta fueron menores para el mar, 
160 
 
playa, tratadas y descargas correspondiendo a una mayor diversidad 
bacteriana, para la época seca los índices de diversidad beta fueron 
altos determinando por correlación inversa una baja diversidad 
bacteriana detectada. 
 
5. El método de promedio del índice de Pearson indicó que los clusters 
estuvieron influenciados por la estacionalidad. 
 
6. Las correlaciones de pearson realizadas para bandas moleculares y 
estaciones de muestreos en la época seca presentó p<0.05 para la 
mayoría de las estaciones analizadas, con correlaciones superiores al 
50 %, no siendo así para la época lluviosa donde no hubo altas 
correlaciones. 
 
7. Análisis de componentes principales para asociar los perfiles 
moleculares con los sitios de muestreos indicaron en los análisis de 
los afluentes los sitios analizados en la playa en la época seca, 
presentaron bandas similares entre sí, presentándose en cambio para 
la época lluviosa bandas similares en el mar. Para los análisis de los 
efluentes en época seca la similaridad en bandas se da para las 
muestras analizadas en las descargas y para la época lluviosa la 
similitud estuvo entre las muestras tratadas. 
Relacionando el perfil molecular mediante análisis de componentes 
principales con los manejos de los laboratorios, determinamos que 
estas no guardan una clara asociación lo que indica que indistinto de 
la densidad productiva y operativa los manejos son diferentes, la 
única asociación reportada se encontró para la época lluviosa de las 
descargas donde los laboratorios altamente productivos como los de 
baja producción presentaron las mismas bandas. 
 
8. Se demostró que no hubo amplificación de genes de toxinas de Vibrio 
parahaemolyticus (TDH, TRH, TOXR) en las 132 cepas aisladas de 
las muestras de agua de los diferentes sitios analizados. 
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9. Mediante análisis de correlación de bacterias por cada muestreo con 
parámetros químicos, se determinó una positiva dependencia 
altamente significativa de bacterias del género Vibrio con clorofila 
para la época seca, y para la época lluviosa una correlación negativa 
significativa entre carbono y DQO debido a que esta última disminuye 
para esta época. 
Analizando por mareas se determinó que durante la marea de sicigia 
se observa un nivel medio de correlación entre el 54% al 65% entre 
las cargas de bacterias totales con en TSA sin sal con carbono y para 
las bacterias en agar TSA con sal una correlación entre carbono y 
DB05. A nivel de la marea de cuadratura se atenúa la dependencia de 
estos parámetros químicos con el crecimiento bacteriano no 
existiendo correlación. 
Las correlaciones de los parámetros químicos según la 
estacionalidad, en la época lluviosa se tuvo una correlación positiva 
altamente significativa de los Vibrios con la DQO, y para las bacterias 
totales en agar TSA sin sal esta fue negativa con una alta 
significancia. 
 
10. Las identificaciones realizadas a las 132 cepas aisladas de las 
muestras de agua, indican que en la época seca el Vibrio 
parahaemolyticus tuvo un porcentaje de presencia del 27.25 % 
seguido de V. harveyi, en la época lluviosa ambas cepas disminuyen 
incrementándose el V. tubiashi. 
Pruebas de sensibilidad indicaron que las cepas de V. 
parahaemolyticus presentaron 48% de resistencia para amoxicilina, 
siendo el resto de bacterias resistentes también. La oxitetraciclina 
presentó una resistencia sobre el 40% y una cepa de V. marinus fue 
100 % resistente al florfenicol. 
La mayor resistencia analizada se obtuvo en las bacterias aisladas en 
la época seca. 
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RECOMENDACIONES. 
 
1. Incorporar la metodología propuesta en esta tesis, uso de DGGE, 
dentro del Plan Nacional de Control y Monitoreo de la Calidad 
ambiental. Esta metodología podría ser transferidas a los técnicos 
responsables de los programas de calidad ambiental y sugerir que 
sea incorporada por las autoridades pertinentes en el control de zonas 
protegidas. 
 
2. Introducir técnicas moleculares de última generación, tales como 
secuenciación metagenómica en el control y monitoreo ambiental. 
Estas técnicas permitirán identificar bacterias cultivables y no 
cultivables presentes en el agua de mar, y permitirán ampliar el 
conocimiento de la diversidad bacteriana en aguas continentales del 
Ecuador. 
 
3. Poner a disposición de instituciones e investigadores interesados en 
el cepario de bacterias colectadas en este trabajo para su uso en 
futuras investigaciones biotecnológicas, dado las conocidas 
potencialidades de estos microorganismos como productoras de 
sustancias biológicamente activas. 
 
4. Realizar estudios de la capacidad antibacteriana de las bacterias de 
los sitios muestreados en el Mar y en los laboratorios además de los 
camarones de cultivos y animales del medio natural para establecer 
un monitoreo de la realidad de la resistencia en la zona de estudio, 
como en otras playas. 
 
5. Utilizar la información que aporta esta tesis como parte de la Línea 
Base Medio Ambiental, para realizar trabajos de evaluación de 
Impacto ambiental y Monitoreos Espacio Temporal del perfil costero 
ecuatoriano. 
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6. Incluir como variable la Variabilidad Bacteriana en modelos de 
predicción para aplicar tratamientos adecuados que minimicen el 
riesgo microbiológico, permitiendo aportar con manejos adecuados 
para los laboratorios de larvas y otorgar garantías sanitarias en salud 
pública. 
 
7. Determinar los índices de diversidad del medio ambiente de Mar 
Bravo y conocer la diversidad bacteriana. 
 
8. Establecer programas de ayuda a las universidades o centros de 
investigación, para trabajar en detección de genes de toxinas y 
secuencias de bacterias patógenas con miras a tener la delantera 
ante nuevas enfermedades que mermen la producción acuícola. 
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ANEXOS 
ANEXO 1. Equipos empleados en los diferentes análisis: 
 
EQUIPO DGGE 
 
BAÑO MARÍA 
 
CÁMARA DE FLUJO LAMINAR 
 
CENTRÍFUGA REFRIGERADA 
 
TERMOCICLADOR R 
 
TRANSILUMINADOR 
 
Fuente. Elaboración propia. 
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ANEXO 2. Resultados referencial de laboratorio (INP) 
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ANEXO 3. Fotografías de los muestreos realizados: 
Sitios externos e internos de los laboratorios muestreados 
 
 
 
Fuente. Elaboración propia. 
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ANEXO 4.- Matriz de consistencia 
 
187 
 
ANEXO 5. Matriz de Operacionalización de las Variables. 
 
 
Variable 
Concepto de la 
variable 
 
Dimensiones 
 
Naturaleza 
 
Escala 
 
Clasificación 
 
Indicadores 
 
Medición 
Tipo de 
Investigación 
 
Pr
od
uc
ció
n 
La
rv
ar
ia
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Determinar en 
base al 
volumen de 
agua operativo 
y el  número 
de animales 
por litro 
manejos de 
los sistemas 
de producción 
larvaria 
 
 
 
 
Supervivencia 
 
 
 
 
Cuantitativa 
Discreta/ 
 
 
 
 
intervalo 
  
In
de
pe
n
di
en
te
s 
 
 
 
 
Número 
de larvas 
vivas 
Levante de 
información 
del   
Laboratorio 
  
E
xp
lo
ra
to
ri
a
 
 
Levante de 
información 
del   
Laboratorio 
 
 
Intensificación 
del cultivo 
 
Cuantitativa 
Discreta/ 
 
intervalo  
Volumen 
de agua 
Levante de 
información 
del   
Laboratorio 
Cuantitativa 
Continua Razón 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Parámetros 
químicos 
 
 
Cuantitativa 
Continua 
 
 
Razón / 
 
 
Carbono 
 
Dicromato 
de potasio. 
Espectrofoto 
metría 
  
D
e
sc
ri
p
ti
va
 Cuantitativa 
Continua 
 
Razón / 
 
DBO Gravimétrico SM5210B 
 
 
Cuantitativa 
Continua 
 
 
 
Razón / 
 
 
 
DQO 
 
 
Colorímetro 
SM 5220D 
 
Cuantitativo 
Discreta/ 
 
Razón 
 
Clorofila 
Extracción 
metanol. 
Fluorómetro 
 
Va
ria
bi
lid
ad
 
 
Ba
ct
e
ria
na
 
 
 
 
 
 
Cuantificación 
del número de 
bacterias en 
los diferentes 
cuerpos de 
agua: 
afluentes y 
efluentes 
 
 
 
Abundancia 
 
 
 
Cualitativo 
Discreta/ 
 
 
 
nominal 
  
De
pe
n
di
en
te
 
 
 
número de 
bacterias 
UFC/ml 
 
 
Siembra en 
agar método 
estándar 
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o
rr
e
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ci
o
n
al
 
Tipo e 
identificación 
bioquímica 
 
Cuantitativo/ 
Discreta 
 
intervalo 
 
Género y 
especie 
Método 
Miniaturizad 
o (Solís, 
1996) 
 
 
Perfil 
molecular 
 
 
Cuantitativo/ 
Discreta 
 
 
intervalo 
 
número de 
bandasPes 
o Mol 
 
PCR. 
Termociclad 
or 
 
Fuente. Elaboración propia. 
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ANEXO 6. CARBONO: 
ANEXO 6.1. Resultados del análisis de varianza para 
Carbono (Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: Carbono (Época Seca) 
 Df SumSq MeanSq Fvalu Pr(>F) 
Estación 3 0.001315 0.0004383 54.08 0.00108
Residuals 947 0.076757 0.0000810   
 
 
 
Response: Carbono (Época Lluviosa) 
 Df Sum MeanS Fval Pr(>F) 
Estacion 3 0.002 0.00069 70.1 0.0001
Residuals 353 0.035
226 
0.00009
979 
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ANEXO 6.2. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Carbono entre las estaciones de Descarga y Control 
(Época Seca). 
 
 
 
Descarga-Control  
Response: Carbono (Época Seca) 
 Df SumSq MeanSq Fvalue Pr(>F) 
Estacion 6 0.004558 0.00075962 91.549 2.224E-06 
Residuals 386 0.032028 0.00008297   
 
Mar-Control 
Response: Carbono (Época Seca) 
 Df SumSq MeanSq Fvalu Pr(>F) 
Estacion 6 0.008667 0.00144449 23.77 < 2.2E-16 
Residuals 392 0.023822 0.00006077   
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ANEXO 6.3. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Carbono entre las estaciones de Mar-Control y 
Playa-Control (Época Lluviosa). 
 
 
 
Mar-Control 
Response: Carbono (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 0.0056999 0.00094998 12.239 4.84e-11 
Residuals 140 0.0108669 0.00007762   
 
Playa-Control 
Response: Carbono (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 0.0043027 0.00071712 19.12 3.42e-16 
Residuals 140 0.0052509 0.00003751   
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ANEXO 6.4. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Carbono entre las estaciones de Descarga-Mar y 
Descarga-Playa (Época Lluviosa). 
 
 
 
Descarga-Mar 
Response: Carbono (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 0.0062479 0.00069421 6.4648 4.638E-08 
Residuals 200 0.0214766 0.00010738   
 
Descarga-Playa 
Response: Carbono (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 0.0039280 0.00043644 10.09 3,45E-08 
Residuals 110 0.0047582 0.00004326   
192 
 
ANEXO 7. CLOROFILA 
 
ANEXO 7.1. Resultados del análisis de varianza (ANOVA) 
para Clorofila (Época Seca y Lluviosa). 
 
 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 384851 96213 190.38 < 2.2E-16 
Residuals 1055 533166 505   
 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 272051 68013 48.572 < 2.2E-16 
Residuals 445 623112 1400   
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ANEXO 7.2. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones de Descarga-Control 
(Época Seca y lluviosa). 
 
 
Descarga-Control 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 156959 26159.8 33.204 < 2.2E-16 
Residuals 386 304110 787.8   
 
Descarga-Control 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 263123 43854 66.293 < 2.2E-16 
Residuals 128 84674 662   
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ANEXO 7.3. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones de Tratada-Control 
(Época Seca y Lluviosa). 
 
 
Tratada Control 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 225988 37665 117.97 < 2.2E-16 
Residuals 207 66090 319   
 
Tratada-Control 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 417189 69532 2159.1 < 2.2E-16 
Residuals 140 4508 32   
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ANEXO 7.4. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones de Descarga-Mar 
(Época Lluviosa). 
 
 
Descarga-Mar 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 248676 27630.7 50.309 < 2.2E-16 
Residuals 554 304270 549.2   
 
Descarga-Mar 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 324129 36014 79.942 < 2.2E-16 
Residuals 188 84695 451   
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ANEXO 7.5. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones de Descarga-Playa 
(Época Seca y Lluviosa). 
 
 
Descarga-Playa 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 240036 26670.7 48.286 < 2.2E-16 
Residuals 551 304346 552.4   
 
Descarga-Playa 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 320547 35616 79.024 < 2.2E-16 
Residuals 188 84732 451   
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ANEXO 7.6. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones de Tratada-Mar (Época 
Seca y Lluviosa). 
 
 
Tratada-Mar 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estacion 9 259098 28788.7 162.96 < 2.2E-16 
Residuals 375 66250 176.7   
 
Tratada-Mar 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 461624 51292 2265.0 < 2.2E-16 
Residuals 200 4529 23   
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ANEXO 7.7. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Clorofila entre las estaciones Tratada-playa (Época 
Seca y Lluviosa). 
 
 
Tratada-Playa 
Response: Clorofila (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 254659 28295.4 158.7 < 2.2E-16 
Residuals 372 66326 178.3   
 
Tratada-Playa 
Response: Clorofila (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 458531 50948 2231.5 < 2.2E-16 
Residuals 200 4566 23   
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ANEXO 8. DQO 
 
ANEXO 8.1. Resultados del análisis de varianza para DQO 
(Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: DQO (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estacion 2 352 176.2 0.0171 0.983 
Residuals 21 215927 10282.2   
 
Response: DQO (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estacion 2 138197 69098 2.8062 0.08316 
Residuals 21 517094 24624   
 
 
ANEXO 9. DBO5 
 
ANEXO 9.1. Resultados del análisis de varianza (ANOVA) 
para DBO (Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: DBO5 (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 2 1864.7 932.37 16.284 5.368E-05 
Residuals 21 1202.4 57.26   
 
Response: DBO5 (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 2 749.06 374.53 12.776 0.0002344 
Residuals 21 615.62 29.32   
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ANEXO 9.2. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza entre las estaciones de Tratada-Control (Época Seca y 
Lluviosa). 
 
 
Tratada-Control 
Response: DBO5 (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 1729.67 288.278 5.2056 0.02393 
Residuals 7 387.65 55.379   
 
Tratada-Control 
Response: DBO5 (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 930.46 155.077 18.25 0.0005981 
Residuals 7 59.48 8.497   
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ANEXO 9.3. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para DBO entre las estaciones Tratada-Mar (Época Seca 
y Lluviosa). 
 
Tratada-Mar 
Response: DBO5 (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 2411.94 267.993 6.9136 0.002838 
Residuals 10 387.63 38.763   
 
Tratada-Mar 
Response: DBO5 (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 9 1190.21 132.246 21.723 2.018E♦-05 
Residuals 10 60.88 6.088   
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ANEXO 10. Cuantificación de Vibrios. Agar TCBS 
 
ANEXO 10.1. Resultados del análisis de varianza para Agar 
TCBS (Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: TCBS (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 2.5520E+10 6.4E+9 17.639 7.513E-14 
Residuals 754 2.7272E+11 3.6E+8   
 
Response: TCBS (Época Lluviosa)  
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 2503534 625883 3.008 0.02011 
Residuals 152 31627236 208074   
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ANEXO 10.2. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Agar TCBS entre las estaciones Tratada-Control 
(Época Seca y Lluviosa). 
 
Tratada-Control 
Response: TCBS (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 7.2695E+1 1.2116E+10 6.8156 3.569E-06 
Residuals 111 1.9732E+1 1.7777E+09   
 
Tratada-Control 
Response: TCBS (Época Lluviosa)  
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 6 153191 25532 1.379 0.2455 
Residuals 42 777644 18515   
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ANEXO 10.3. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Agar TCBS entre las estaciones Tratada-Descarga 
(Época Seca y Lluviosa). 
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ANEXO 10.4. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Agar TCBS entre las estaciones Tratada-Mar (Época 
Seca y Lluviosa). 
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ANEXO 10.5. Diagramas de Tukey y resultados del análisis de 
varianza para Agar TCBS entre las estaciones Tratada-Playa 
(Época Seca y Lluviosa). 
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ANEXO 11. Cuantificación de bacterias totales. Agar TSA sin 
sal 
 
ANEXO 11.1. Resultados del análisis de varianza para Agar 
TSA sin sal (Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: TSA sin sal (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 5.5921e+10 1.398e+10 0.8002 0.5324 
Residuals 39 6.8133e+11 1.747e+10   
 
Response: TSA sin sal (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 1.087E+9 2.7181E+9 2.8509 0.0364 
Residuals 39 3.7174E9 0.9534E+9   
 
ANEXO 12. Cuantificación de bacterias totales. Agar TSA con 
sal 
 
ANEXO 12.1. Resultados del análisis de varianza para 
bacterias totales Agar TSA con sal (Época Seca y Lluviosa). 
 
Response: TSA 5% sal (Época Seca) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 6.1458E+10 1.5365E+10 0.9386 0.4518 
Residuals 39 6.3840E+11 1.6369E+10   
 
Response: TSA 5% sal (Época Lluviosa) 
 Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F) 
Estación 4 1.0667E+9 2.7181E+9 2.4384 0.0631 
Residuals 39 4.2653E+9 1.0937E+9   
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ANEXO 13. Valores de significancia de bandas y sitios (p-
value) Efluentes – Época Seca 
 
 
 
ANEXO 13.1. Valores de significancia de bandas y sitios (p-
value) Afluentes – Época Seca 
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ANEXO 14. Valores de significancia de bandas y sitios (p-
value) Efluentes – Época Lluviosa 
 
 
ANEXO 14.1. Valores de significancia de bandas y sitios (p-
value) Efluentes – Época Lluviosa 
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ANEXO 15. Infraestructura de los laboratorios 
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ANEXO 16. Índices de diversidad de bandas para los sitios de 
muestreo en las diferentes épocas. 
 
ANEXO 16.1. Índice de diversidad de bandas: salida No. 5, 
Época Seca. 
 
Época 
No. 
Salida 
Zona Estación Riqueza 
Diversidad 
Alfa promedio Gamma Beta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seca 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 
Control 
M1 288 
330 423 1,28 
M2 372 
 
 
Mar 
M3 -  
 
263 
 
 
423 
 
 
1,61 
M4 - 
M5 - 
M6 249 
M7 276 
 
 
Playa 
P4 316  
 
307 
 
 
423 
 
 
1,38 
P3 - 
P6 349 
P7 205 
P5 359 
 
 
Descarga 
D4 380  
 
339 
 
 
423 
 
 
1,25 
D3 291 
D6 383 
D7 302 
D5 - 
 
 
Tratada 
T4 371  
 
280 
 
 
423 
 
 
1,51 
T3 224 
T6 309 
T7 257 
T5 241 
 
  
212 
 
ANEXO 16.2. Índice de diversidad de bandas: salida No. 6, 
Época Seca. 
 
Época 
No. 
Salida 
Zona Estación Riqueza 
Diversidad 
Alfa promedio Gamma Beta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seca 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
Control 
M1 - 
371 423 1,14 
M2 371 
 
 
Mar 
M3 204  
 
228 
 
 
423 
 
 
1,85 
M4 212 
M5 242 
M6 236 
M7 247 
 
 
Playa 
P4 332  
 
313 
 
 
423 
 
 
1,35 
P3 359 
P6 297,5 
P7 264 
P5 - 
 
 
Descarga 
D4 310  
 
315 
 
 
423 
 
 
1,34 
D3 - 
D6 - 
D7 320 
D5 - 
 
 
Tratada 
T4 178  
 
222 
 
 
423 
 
 
1,91 
T3 - 
T6 162 
T7 324,666667 
T5 - 
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ANEXO 16.3. Índice de diversidad de bandas: salida No. 7, 
Época Lluviosa. 
 
Época No. Salida Zona Estación Riqueza 
Diversidad 
Alfa promedio Gamma Beta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lluviosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
Control 
M1 282 
330 423 1,28 
M2 378 
 
 
Mar 
M3 332  
 
324 
 
 
423 
 
 
1,31 
M4 - 
M5 291 
M6 285 
M7 387 
 
 
Playa 
P4 322  
 
337 
 
 
423 
 
 
1,26 
P3 291,5 
P6 291 
P7 395,5 
P5 384,5 
 
 
Descarga 
D4 379  
 
352 
 
 
423 
 
 
1,20 
D3 337,5 
D6 380,5 
D7 303 
D5 360 
 
 
Tratada 
T4 332  
 
350 
 
 
423 
 
 
1,21 
T3 418 
T6 378 
T7 222 
T5 400 
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ANEXO 16.4. Índice de diversidad de bandas: salida No. 8, 
Época Lluviosa. 
 
Época No. Salida Zona Estación Riqueza 
Diversidad 
Alfa promedio Gamma Beta 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lluviosa 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
Control 
M1 254 
276 423 1,54 
M2 297 
 
 
Mar 
M3 360,5  
 
347 
 
 
423 
 
 
1,22 
M4 308 
M5 418 
M6 271 
M7 378 
 
 
Playa 
P4 303,5  
 
336 
 
 
423 
 
 
1,26 
P3 331 
P6 216 
P7 411 
P5 417 
 
 
Descarga 
D4 321  
 
291 
 
 
423 
 
 
1,45 
D3 345 
D6 257 
D7 240 
D5 291 
 
 
Tratada 
T4 412  
 
355 
 
 
423 
 
 
1,19 
T3 290 
T6 320 
T7 418 
T5 335 
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ANEXO 17. Dendrograma de Pearson 
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ANEXO 18. Resultados de Correlación TCBS variables 
químicas. 
 
ANEXO 18.1. Diagrama de frecuencias de las cargas 
bacterianas. 
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ANEXO 18.2. Diagrama de frecuencias de los parámetros 
químicos. 
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ANEXO 18.3. Análisis de varianza TCBS, Carbono y clorofila 
07-08- 2015 
 
 
ANEXO 18.4. Modelo Lineal  Generalizado GLM TCBS, 
Carbono, clorofila: 07-08-2015 
 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 07-08-2015 
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ANEXO 18.5. Análisis de varianza TCBS, Carbono y clorofila: 
17- 08-2015 
 
 
ANEXO 18.6. Modelo Lineal  Generalizado GLM TCBS, 
Carbono, clorofila: 17-08-2015 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 17-08-2015 
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ANEXO 18.7. Análisis de varianza TCBS, Carbono y clorofila: 
05- 09-2015 
 
 
 
 
ANEXO 18.8. Modelo Lineal  Generalizado GLM TCBS, 
Carbono, clorofila: 05-09-2015 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 05-09-2015 
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ANEXO 18.9. Análisis de varianza TCBS, Carbono y clorofila: 
15- 09-2015 
 
 
ANEXO 18.10. Modelo Lineal Generalizado GLM TCBS, Carbono, 
clorofila: 15-09-2015 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 15-09-2015 
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ANEXO 18.11.   ANÁLISIS DE VARIANZA: 19-11-2015 
TCBS 
 
 
TSA SIN SAL 
 
 
TSA CON SAL 
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ANEXO 18.12.   RESUMEN GLM: 19-11-2015 
TCBS 
 
 
 
TSA SIN SAL 
 
224 
 
TSA CON SAL 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 19-11-2015 
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ANEXO 18.13.   ANÁLISIS DE VARIANZA: 27-11-2015 
TCBS 
 
TSA SIN SAL 
 
TSA CON SAL 
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ANEXO 18.14.   RESUMEN GLM: 27-11-2015 
TCBS 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 27-11-2015 
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ANEXO 18.15.   ANÁLISIS DE VARIANZA: 08-03-2016 
TCBS 
 
 
 
TSA SIN SAL 
 
 
  
229 
 
TSA CON SAL 
 
 
ANEXO 18.16.   RESUMEN GLM: 08-03-2016 
TCBS 
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TSA SIN SAL 
 
 
TSA CON SAL 
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MATRIZ DE CORRELACIÓN: 08-03-2016 
 
ANEXO 18.17.   ANÁLISIS DE VARIANZA: 31-03-2016 
TCBS 
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TSA SIN SAL 
 
 
TSA CON SAL 
 
 
233 
 
ANEXO 18.18. RESUMEN GLM: 31-03-2016 
TCBS 
 
 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN: 08-03-2016 
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ANEXO 19. Análisis de varianza bacterias y parámetros 
químicos época seca 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
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ANEXO 19.1. Resumen GLM 
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TSA SIN SAL 
 
 
 
TSA CON SAL 
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MATRIZ DE CORRELACIÓN 
 
 
 
ANEXO 20. Análisis de varianza entre bacterias y parámetros 
químicos época lluviosa. 
 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
 
 
 
ANEXO 20.1.   Resumen GLM 
241 
 
 
TSA SIN SAL 
 
 
 
TSA CON SAL 
 
 
242 
 
 
MATRIZ DE CORRELACIÓN 
 
 
 
 
ANEXO 21. Análisis de varianza entre bacterias y parámetros 
químicos marea de Sicigia. 
 
 
 
TCBS 
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TSA SIN SAL 
 
 
 
TSA CON SAL 
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ANEXO 21.1. Resultados GLM 
 
TCBS 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
 
 
 
 
MATRIZ DE CORRELACION. 
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ANEXO 22. Análisis de varianza entre bacterias y parámetros 
químicos marea de Cuadratura 
TCBS 
 
 
 
TSA SIN SAL 
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TSA CON SAL 
 
 
 
ANEXO 22.1.   Resultados GLM 
T 
CBS 
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TSA SIN SAL 
 
 
 
TSA CON SAL 
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MATRIZ DE CORRELACION 
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ANEXO 23. Tablas de identificación bioquímica 
 
 
cepa P1
 
P2
 
P3
 
P4
 
P5
 
P6
 
P7
 
P8
 
P9
 
P1
0 
P1
1 
P1
2 
P1
3 
P1
4 
P1
5 
P1
6  
especie % 
compatibilidad 
1.1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 V. fischeri 68% 
3.1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
4.1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 2 1 1 1 0 0 0 V. fischeri 68% 
6.1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. tubiashii 75% 
7.1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. harveyi 63% 
8.1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
9.1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 63% 
10.1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 2 1 0 1 1 V. parahaemolyticus 63% 
11.1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 63% 
12.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
13.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
14.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
15.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
16.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
17.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
18.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
19.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
20.1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
21.1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 2 1 1 1 1 V. vulnificus 75% 
22.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
23.1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
24.1 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 0 1 V. parahaemolyticus 69% 
25 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. logei 69% 
26 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 V. fischeri 75% 
27 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 V. tubiashii 75% 
28 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
1.2 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
2.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
3.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
4.2 1 1 1 1 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
5.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
5“.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
6.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 2 1 0 1 0 V. vulnificus 63% 
7.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 2 V. alginolyticus 69% 
7A.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
8.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 63% 
10A. 
2 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
10.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
11.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
16.2 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 69% 
17.2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 V. fischeri 57% 
19.2 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
20.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
22.2 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 V. cholerae 69% 
23.2 1 1 1 1 
 
0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 69% 
1.3 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 V. alginolyticus 69% 
2.3 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 V. alginolyticus 69% 
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cepa P1
 
P2
 
P3
 
P4
 
P5
 
P6
 
P7
 
P8
 
P9
 
P1
0 
P1
1 
P1
2 
P1
3 
P1
4 
P1
5 
P1
6  
especie % 
compatibilidad 
3.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
4.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
5.3 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 69% 
6.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
7.3 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 2 0 0 0 0 V. campbelli 56% 
7A.3 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2 2 0 0 0 0 V. campbelli 56% 
9“.3 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
9.3 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
10.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
11.3 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 V. damsela 69% 
13.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 63% 
14.3 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 V. damsela 69% 
15.3 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
17.3 1 1 1 1 1 0 0 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. harveyi 69% 
1.4 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 0 V. harveyi 69% 
2.4 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
3.4 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
4.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 2 0 0 0 V. cholerae 63% 
5.4 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 2 V. anguillarum 82% 
6.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 V. alginolyticus 63% 
7.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 63% 
8.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 63% 
9.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 63% 
10.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 2 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 75% 
11.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 2 0 1 0 V. alginolyticus 63% 
12.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 63% 
14.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 63% 
15.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 V. alginolyticus 63% 
16.4 1 1 1 1 1 0 1 0 0 2 1 1 1 1 1 1 V. alginolyticus 56% 
17.4 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 2 1 1 0 1 0 V. harveyi 56% 
18.4 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. harveyi 69% 
19.4 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. harveyi 69% 
1.5 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 V. damsela 63% 
2.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 2 1 0 V. parahaemolyticus 69% 
3.5 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
4.5 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
5.5* 1 1 1 1 0 
 
1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
5.5 1 0 0 0 
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 V. marinus 69% 
6.5 1 0 0 0 
 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 V. marinus 69% 
7.5 1 0 0 0 1 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 Pseudomonas spp. 50% 
8.5 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
9.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 75% 
10.5 1 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 V. damsela 75% 
11.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 63% 
12.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
13.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
14.5 1 1 1 1 0 0 1 0 2 1 1 1 1 0 1 0 V. parahaemolyticus 69% 
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cepa P1
 
P2
 
P3
 
P4
 
P5
 
P6
 
P7
 
P8
 
P9
 
P1
0 
P1
1 
P1
2 
P1
3 
P1
4 
P1
5 
P1
6  
especie % 
compatibilidad 
15.5 1 1 1 0 1 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 V. campbelli 75% 
16.5 1 1 1 0 1 0 0 1 0 2 1 0 2 0 0 0 V. damsela 75% 
17.5 1 1 1 1 0 2 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
18.5 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
1.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
3.6 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
4.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
5.6 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 63% 
6.6 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
7.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 1 V. parahaemolyticus 69% 
8.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 2 2 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
10.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 1 1 1 1 1 0 V. harveyi 69% 
11.6 1 1 1 1 1 0 1 0 2 1 2 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
12.6 1 1 1 0 1 0 1 0 2 1 2 1 1 0 1 0 V. alginolyticus 69% 
1/7 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 V. splendidus I . 81% 
3/7 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 V. splendidus I . 81% 
4/7 0 1 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 V. damsela 69% 
6/7 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 V. splendidus I . 75% 
7/7 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 1 V. hollisae 81% 
8/7 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 V. splendidus I . 69% 
9/7 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 V. damsela 75% 
11/7 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 V. splendidus I . 81% 
12/7 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 V. splendidus 11. 69% 
13/7 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 V. nereis 69% 
15/7 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 V. nereis 69% 
1/8 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 V. splendidus 11. 69% 
2/8 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 V. harveyi 75% 
3/8 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 V. anguillarum 75% 
4/8 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 V. nereis 75% 
5/8 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 V. splendidus 11. 75% 
5A/8 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 1 V. marinus 75% 
6/8 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 V. splendidus I . 81% 
8/8 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 V. anguillarum 69% 
9/8 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 V. nereis 69% 
1 1/4 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 V. anguillarum 81% 
12/8 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 0 V. anguillarum 75% 
15/8 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 V. damsela 69% 
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ANEXO 24. Microorganismos identificados durante las 
épocas Seca y Lluviosa. (Cambiar el orden de las especies) 
Época Seca Zona 
Especie Mar Playa Descarga Tratada 
Pseudomonas sp.     
V. alginolyticus     
V. anguillarum     
V. campbelli     
V. cholerae     
V. damsela     
V. harveyi     
V. hollisae     
V. marinus     
V. nereis     
V. parahaemolyticus     
V. splendidus I     
V. splendidus II     
 
Época Lluviosa Zona 
Especie Mar Playa Descarga Tratada 
Pseudomonas sp.     
V. alginolyticus     
V. anguillarum     
V. campbelli     
V. cholerae     
V. damsela     
V. harveyi     
V. hollisae     
V. marinus     
V. nereis     
V. parahaemolyticus     
V. splendidus I     
V. splendidus II     
 
  
254 
 
ANEXO 25. Resultados de sensibilidad por cepas bacterianas 
identificadas 
 
 
 
 
  
50%
80%
5%
42%
5%
48% 67%
71%
100% 100%
3%
3%
100%
3% 14%
8%
1%
30%
20%
33%
3%
3%
20%
5%
17%
5%
7%
33%
14%
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%
Organismos vs. Antibióticos
oxitetraciclina
norfloxacina
mycomicina
kanamicina
florfenicol
enrofloxacina
ciprofloxacina
amoxicilina
Especie Zona Cepas Amoxicilina Ciprofloxacina Enrofloxacina Florfenicol Kanamicina Mycomicina Norfloxacina Oxitetraciclina
Mar 2
Playa 6
Descarga 7
Tratada 5
V. alginolyticus
Especie Zona Cepas Amoxicilina Ciprofloxacina Enrofloxacina Florfenicol Kanamicina Mycomicina Norfloxacina Oxitetraciclina
Mar 2
Playa 6
Descarga 7
Tratada 5
V. harveyi
Especie Zona Cepas Amoxicilina Ciprofloxacina Enrofloxacina Florfenicol Kanamicina Mycomicina Norfloxacina Oxitetraciclina
Mar 2
Playa 6
Descarga 7
Tratada 5
V. parahaemolyticus
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ANEXO 26. Resultados de sensibilidad por época lluviosa 
 
ANEXO 27. Resultados de sensibilidad por época seca. 
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ANEXO 28. Resultados de pruebas de antibiogramas en agar 
 
